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; (54) T'rtTe 
j (57) Abstract 

1 Novel defective adenoviruses for the transfer and expression 

! of an exogenous nucleotide sequence in a host cell or organism. 
: The invention also relates to novel complementation lines and to the 
1 process for the preparation of these novel defective adenoviruses and 
\ their use in therapy and to a pharmaceutical composition containing 
j same. 



(57) Abrege 

La presence invention a pour objet de nouveaux adenovirus 
defecrifs pour le transfert et 1* expression d'une sequence 
nucleoridique exogene dans une cellule ou un orgamsme hdte. 
L* invention est egalement relative a de nouveUes lignees de 
complementation et le precede de preparation de ces nouveaux 
adenovirus defectifs ainsi que ieur usage tfaerapeunque et une 
composition pharmaceutique les conteoant. 
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Invention a pour objet de nouveaux vecteurs adenoviral defectifs permettant le 
transfert et Expression de genes d'interet dans une ceUule ou un organisme eucaryote 
hote ainsi que de nouvelles lignees de complementation complements en tram les 
20 fonctions virales essentielles qui ont ete deletees du genome de ces adenovirus 
recombinants. L'invention presente un interet tout particulier pour des perspectives de 
therapie genique, notamment chez l'homme. 

Les adenovirus sont des virus a ADN qui presentent un large spectre d'hote. lis ont ete 
25 mis en evidence dans de nombreuses especes animales et de nombreux types cellulaires. 
II existe plusieurs serotypes qui different notamment au niveau de la sequence de leurs 
genomes. La plupart des adenovirus humains sont peu pathogenes et ne prodmsent 
generalement que des symptomes benins. 

30 Uadenovirus penetre dans la cellule hote permissive par I'mtermediaire d'un recepteur 
specifique, puis il est internalise et passe dans des endosomes. Leur acidificauon 
contribue a un changement de conformation du virus et a sa sortie dans le cytoplasme. 
Puis l'ADN viral associe a certaines proteines virales necessaires aux premieres etapes 
du cycle replicatif, penetre dans le noyau des cellules infectees ou sa transcnption est 

35 initiee par des enzymes cellulaires. La replication de l'ADN adenoviral a lieu dans le 
noyau des cellules infectees et ne necessite pas la replication cellulaire. L'assemblage des 
nouveaux virions prend egalement place dans le noyau. Dans un premier temps, les 
proteines virales s'assemblent de maniere a former des capsides vides de structure 
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icosacdrique. dans lesquelles l'ADN adenoviral est ensuite encapside. Les panicules 
virales ou virions sont liberes des cellules infectees et sont susceptibles d'infecter d autres 
cellules permissives. 

5 Le cycle infectieux de ^adenovirus s'effectue en 2 etapes : 

la phase precoce qui precede 1'initiation de la repUcation du genome 
adenoviral et qui permet la production des proteines regulatnces 
intervenant au niveau de la repUcation et de la transcription de l'ADN 
10 viral, et 

la phase tardive qui conduit a la synthese des proteines structurales. 

D'une maniere generale, le genome adenoviral est constitue d«une molecule d'ADN 
15 lineaire, bicatenaire et d'environ 36kb de long qui contient les sequences codant pour 
plus de 30 proteines. A chacune de ses extremes, est presente une courte sequence de 
100 a 150 nucleotides selon les serotypes, inversee et designee FTR (Inverted Terminal 
Repeat). Les ITRs sont impUques dans la repUcation du genome adenoviral. La region 
d'encapsidation, d'environ 300 nucleotides, est situee a 1'extremite 5« du genome juste 
20 apres ITTR 5'. 

Les genes precoces sont repartis en 4 regions qui sont disperses dans le genome 
adenoviral, designees El a E4 (E pour •'Early" signifiant precoce en anghus). Les reg,ons 
precoces comprennent au moins six unites transcriptionnelles qui possedent leurs propres 
25 promoteur, L'expression des genes precoces est elle meme regulee, certains genes etam 
exprimes avant d'autres. Trois regions, respectivement El, E2 et E4, sont essenUelles a la 
replication virale. Ainsi, si un adenovirus est defectif pour Tune de ces fonctions, c'est a 
dire s'il ne peut pas produire au moins une proteine codee par I'une de ces regions, celle- 
ci devra lui etre foumie en trans. 

La region precoce El est situee a 1'extremite 5' du genome adenoviral et contient 2 unites 
de transcription virales, respectivement E1A et E1B. Cette region code pour des 
proteines qui interviennent tres precocement dans le cycle viral et sont essenuelles a 
'expression de presque tous les autres genes de I'adenovirus. En particulier, 1 urate de 
transcription El A code pour une proteine trans-activatrice de la transcripuon des autres 
genes viraux, qui induit la transcription a partir des promoteurs des regions E1B, E2A, 
E2B et E4. 
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Les produits de la region E2, laquelle comprend egalement deux unites de transcription 
E2A et E2B sont directement impliques dans la replication de l'ADN viral. Cette region 
gouverne notamment la synthese d'une proteine de 72kDa, qui presente une forte affirute 
pour l'ADN simple brin et d'une ADN polymerase. 

La region E3 n'est pas essentieUe a la replication du virus. Elle code pour au moins six 
proteines qui seraient responsables de l'inhibition de la reponse immune de I'hote vis a vis 
d'une infection par adenovirus. En particulier, la glycoprotein gp!9kDa empechenut la 
reponse CTL, responsable de la cytolyse des ceUules infectees par les cellules T 
10 cytotoxiques de I'hote. 

La region E4 est situee a 1'extremite 3' du genome adenoviral. Elle code pour de 
nombreux polypeptides qui sont impliques dans 1'expression des genes tardus, la stab.hte 
des messagers (ARNm) tardifs, le passage de la phase precoce a la phase tard.ve amst 
1 5 que l'inhibition de la synthese proteique cellulaire. 

Une fois la replication de l'ADN viral initiee, la transcription des genes tardifs debute. 
Ceux-ci occupent la majorite du genome adenoviral et recouvrent en partie les urates de 
transcription des genes precoces. Mais ils sont transits a partir de promoters different, 
20 et selon un mode d'epissage altematif, de sorte que les memes sequences sont utihsees a 
des fins differentes. La plupart des genes tardifs sont transcrits a partir du promoteur 
majeur tardif MLP (Major Late Promoter). Ce promoteur permet la synthese d un long 
transcrit primaire qui est ensuite mature en une vingtaine d'ARN messagers (ARNm) a 
• partir desquels sont produites les proteines capsidaires du virion. Le gene codant pour la 
25 proteine structure IX composant la capside est situe a 1'extremite 5' du genome 
adenoviral et recouvre la region E1B a son extremite 3'. L'unite transcnpttonnelle de la 
proteine IX utilise le meme signal de terminaison de la transcription que .urate 
transcriptionnelle E1B. 

30 Un certain nombre d'adenovirus sont maintenant bien caracterises genetiquement et 
biochimiquemen, Tel est le cas de 1'adenovirus humain de type 5 (AdS) ^ ^ 
est divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260. Les 
differents genes ont pu etre localises precisement sur le genome adenoviral qm comprend 
de 5' vers 3' I'lTR 5' de 103 bp suivi de la region d'encapsidation (Hearing et ai.. 1987, J. 
Virol 61 2555-2558) d'environ 300 pb, puis des regions precoces et tardives dont 
l-emplacement est schematiquement represent* dans la Figure 1, et enfin de 1'ITR 3 
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U ressort de ce qui precede que les adenovirus possedent des caracteristiques 
interessantes qui font d'eux des vecteurs de choix pour le transfert de genes tfinteret. De 
nombreux adenovirus recombinants sont decrits dans la litterature (Rosenfeld et al., 
1991, Science, 252, 431-434 ; Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68, 143-155) m~ manjere 
5 generate Us derivent de l'Ad5 et sont defectifs pour la fonction El, afin devuer leur 
dissemination dans 1'environnement et 1'organisme hate. En outre, la region E3 non- 
essentielle peut egalement etre deletee. Les sequences exogenes sont integrees a la place 
de la region El ou E3. 

10 Ainsi, ces adenovirus defectifs ne peuvent etre propages que dans une lignee cellulaire 
complementant en trans la fonction El essentielle a la replication vria A Iheure 
actuelle, la seule lignee de complementation utilisable est la lignee de rem embryoruuure 
293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59-72), qui resulte de rintegrauon dans ses 
chromosomes, d^n fragment du genome de I'AdS comprenant notamment rextremne 5 

15 du genome viral ; de sorte que la lignee 293 complemente les adenovirus defectifs pour la 
fonction El. Les cellules 293 contiennent des sequences qui se trouvent auss. dans 
1'adenovirus recombinant defectif, comme 1TTR 5', la region d'encapsidation et la part.e 
en 3' de la region E1B comportant des sequences codant pour les proteines precoces . 

20 La faisabilite du transfert de genes en utilisant des adenovirus est maintenant etablie. 
Mais la question de leur mnocuite reste posee. En effet, Us sont capables de transformer 
certalnes lignees cellulaires en culture, ce qui reflete le pouvoir potentiellement oncogene 
de certains des produits d'expression du genome adenoviral, essentiellement de la regaon 
El et probablement E4, au moins pour certains serotypes. De plus, la probable de 
25 recombinaison genetique entre un adenovirus defectif de tat anterieur, notamment un 
adenovirus recombinant, et soit un adenovirus naturel ou sauvage (issu dune 
contamination accidentelle ou d'une infection opportuniste d'un organisme hote), sou un 
fragment de genome adenoviral integre dans la lignee de complementation 293 nest pas 
negligeable. En effet, il suffit d'un evenement de recombinaison pour restaurer la foncuon 
30 El et generer un adenovirus recombinant non-defectif capable de se dissemmer dans 
renvironnement. II est aussi envisageable qu'un adenovirus naturel sauvage co-.nfectant 
la meme cellule qu'un adenovirus defectif puisse complementer ce denuer pour la 
fonaion El provoquant une co-dissemination des deux virus. Eafe. cert^ns types de 
cellules eucaryotes produisent des proteines presentant une active ElA-hke egalement 
35 susceptibles de complementer partiellement les adenovirus defectifs qui les mfectent. 

II est done souhaitable de disposer de vecteurs adenoviraux performants presentant le 
minimum de risque, en vue de leur utilisation en therapie genique pour cornger m v,vo 
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des defauts genres graves et .raker certaines maladies pour lesquelles on n= dispose 
pas d'approches thlrap-tiques efficaces. Ces. d« .ear obtention que depend !e succes de 

la therapie genique appliquee a Thomme. 

5 De plus il existe des interrogations a propos de 1'obtention de la lignee 293. Ces 
I In gations peuvent etre de nature a compromettre 1'acceptabilite des produns dest.es 
r rusage h main qui en seront derive,. H serait utile de disposer de Ugnees d 
LrnplemLtion dont 1'origine et I'histoire sent exa«ement connues pour produce des 
particules d'adenovirus recombinants destinees a un usage humain. 
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On a nontenant trouve (1) de nouveaux veceurs adenoviraux defect*. iele.es de 
cer.air.es regions spedfiques du genome adenoviral e. plus adap.es au transfer, dune 
certaines regions sp s . „ ,,i He nouvelles lianees de complementation 

sequence nudeotidique exogene m vrvo et (2) de nouveUes ngne v 
caLerisees acceptables d"un point de vue pharmaceutic =. done oflrant toutes les 
c^alXes de Neurit, requises pour ,a production de produits destines a un usage 



humain. 
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L-,n,ere, de ces nouveaux vecteurs est qu'ils presentence capac. « d« 
permettant .'insertion d'un ou plusieurs genes d'intere. de grande UiUe * ™™ 
d'emnloi maximale. Ces mutations deleteres rendent ces adenovuus mcapables de 
^aln^onome et de transformation ceUuUire e, ceci sans alterer leur capacte a 
transferer et exprimer un gene d'interet. 

Ces. pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur adenoviral defect* pour la 
^e Uc tior, capable d'etre encapside dans une cellule de comp.emen.afor, qu. denve ou 
glome d^i n Adenovirus comprenan. de 5' en 3', un TTK S, une region *encaps. d atior, 
region B1A. une region E1B, une region E2, une region E3, une region E4 et un 

1TR 3\ par deletion : 

(0 de tout ou partie de la region E1A, et de Vintegralite de la partie de la 
region E1B codant pour les proteines precoces ; ou 

• j t .i™ n « ru Ptde tout ou partie d'au moins une 

(ii) de tout ou partie de la region El A et ae toui uu v 

region selectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

(iii) de tout ou partie de la region E1A et d'une partie de la region 
d'encapsidation. 



WO 94/28152 6 PCT/FR94/00624 

Au sens de la presente invention, ^expression "deletion" ou "depourvu" se refere a la 
suppression d'au moins un nucleotide dans la region ciblee et bien entendu il peut s'agir 
d'une deletion continue ou discontinue. Par tout ou partie, on entend soit I'integralite soit 
une partie seulement de la region consideree. On prefere les deletions qui empeche la 
5 production d'au moins un produit d'expression code par ladite region. Elles peuvent done 
se situer dans une region codante ou dans une region regulatrice comme la region 
promotrice et concerner au moins un nucleotide de maniere a detmire le cadre de lecture 
d'un gene ou rendre une region promotrice non-fonctionnelle. II peut egalement s'agir de 
deletions partieUes d'un ou plusieurs genes de ladite region ou de l'ensemble de la region. 
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Un vecteur adenoviral selon l'invention est defectif pour la replication mais capable d'etre 
replique et encapside dans une cellule de complementation lui foumissant en trans le ou 
les produit(s) pour lesquels il est defectif afin de generer une particule adenoviral 
(encore designee adenovirus defectif) incapable de replication autonome dans une cellule 
15 hote mais neanmoins infectieuse car ayant la capacite de delivrer le vecteur dans une 
cellule hote. 

Selon une premiere variante, un vecteur adenoviral selon l'invention derive du genome 
d'un adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie de la region El A et de 

20 la partie de la region E1B comprenant rintegralite des sequences codant pour les 
proteines precoces. Selon un mode prefere, elle conceme le promoteur et les sequences 
codant pour les produits d'expression de la region E1B e'est a dire les proteines precoces 
et n'inclut pas tout ou partie du signal de terminaison de la transcription qui recouvre les 
sequences codant pour la proteine tardive IX. S'agissant d'un vecteur adenoviral selon 

25 l'invention derivant d'un adenovirus humain de type 5, ladite deletion comprend au moins 
les sequences comprises entre les nucleotides 1634 et 3509 du genome adenoviral dont la 
sequence est telle que divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference 
M73260. Cette deletion a pour but de reduire ou supprimer les sequences communes 
entre un vecteur adenoviral selon l'invention et le fragment de genome adenoviral integre 

30 dans une lignee de complementation, par exemple la lignee 293. De plus, elle elimine d'un 
vecteur adenoviral selon l'invention des sequences dont les produits d'expression sont 
potentiellement oncogenes, du moins en conjonction avec les produits d'expression de la 
region El A. 

35 Par ailleurs, un vecteur adenoviral selon l'invention derive en outre du genome d'un 
adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie : 



de la region E3 et/ou 
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de la region E2 et/ou 
de la region E4. 

II va de soi qu-un veaeur adenoviral selon Invention peut comporter une des trois 
5 deletions ci-dessus enoncees ou deux d'entre dies selon n'importe quelles combma,sons 
ou encore I'ensemble des deletions. 

Selon un mode paruculierement avantageux, un vecteur adenoviral selon l'invention est 
delete d*une partie seulement de la region E3 et preferentiellement de la part* qui ne 
10 comprend pas les sequences codant pour la proteine gpl9kDa. La presence de la 
sequence codant pour la proteine gpl9kDa dans un veaeur adenoviral selon Invention, 
permettra aux cellules infeaees d'echapper a rimmunosurveiUance de l'hote ; un cntere 
important lorsque le protocole therapeutique necessite plusieurs administrations repetees. 
On choisira, de preference, de placer les sequences codant pour la gpl9kDa sous le 
15 controle d'elements appropries permettant leur expression dans la cellule note, a savoy 
les elements necessaires a la transcription desdites sequences en ARNm et la traduction 
de ce dernier en proteine. Ces elements comprennent en particulier un promoteur. De tels 
promoteurs sont bien connus de l'homme de l'art et sont inseres en amont de ladue 
sequence codante par les techniques conventionnelles du genie genetique. Le promoteur 
20 menu sera, de preference, un promoteur constitutif non aaivable par un des produits 
depression de la region E1A. A titre d'exemples, on peut citer le promoteur du gene 
HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl coenzyme A reduaase), le promoteur precoce du virus 
SV40 (Simian Vims 40), le LTR (Long Terminal Repeat) du RSV (Rous Sarcoma 
Virus) ou le promoteur d'un gene PGK (phospho-glycerate kinase) d'eucaryote 
25 superieur. 

Par ailleurs, un veaeur adenoviral selon l'invention, peut, de facon optionnelle, etre 
delete de la partie de la region E3 correspondant a la region promotrice, laquelle sera 
substitute par une region promotrice heterology, telles I'une de ceUes mentionnees ci- 
30 dessus. 

Selon une deuxieme variante, un veaeur adenoviral selon 1'invention derive du genome 
d'un adenovirus naturel ou sauvage par deletion continue ou discontinue de tout ou 
partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins la region E2 et/ou E4. Une telle 
35 deletion permet d'accrottre les possibility de clonage de genes d'interet D'autre pan, 
eliminer tout ou partie de la region E4 permet egalement de reduire ou suppnmer des 
sequences codant pour des produits potentiellement oncogenes. 
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Comme precedemment, un vecteur adenoviral selon Invention peut, en outre etre 
depourvu de tout ou partie des regions E1B et/ou E3 et, en particulier, selon un mode de 
realisation tel que mentionne precedemment (comme la deletion de la partie de la region 
E1B comprenant l'integralite des sequences codant pour les proteines precoces et de la 
5 partie de la region E3 ne codant pas pour la proteine gpl9kDa). 

Enfin selon une troisieme variante, un vecteur adenoviral selon Invention derive du 
genome (fun adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et d'une partie 
de la region d'encapsidation. 
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Une deletion partielle de la region d'encapsidation permet de reduire notablement la 
probability de dissemination incontrolee d'un vecteur adenoviral selon 1'invent.on, lorsque 
ce dernier est en presence d«un adenovirus sauvage. Une telle deletion permet d'afFecter 
ses fonctions d'encapsidation de telle sorte que meme en cas de complementation en 
15 trans de la fonction defective de celui-ci par un adenovirus sauvage, d ne pourra etre 
encapside efficacement par rapport au genome de l'adenovirus sauvage competiteur. 

Les deletions de la region d'encapsidation sera choisies en fonction de 2 criteres : une 
capacite reduite a etre encapside mais simultanement une efficacite residuelle compatible 

20 avec une production industrieUe. En d'autres termes, la fonction d'encapsidation d'un 
vecteur adenoviral selon Invention est substantiellement maintenue quoique a un degre 
moindre. L'attenuation peut etre determine par les techniques conventionnelles de 
titrage par infection d'une lignee adequate et evaluation du nombre de plages de lyse. De 
telles techniques sont connues de l'homme de l'art. Dans ie cadre de 1'mvent.on, 

25 ' l'efficacite d'encapsidation est reduite d'un facteur 2 a 50, avantageusement 3 a 20 et de 
preference 5 a 10 par rapport a un adenovirus temoin ayant une region d'encaps.dation 
de type sauvage. 

Bien entendu, un vecteur adenoviral attenue selon Invention, peut en outre comprendre 
30 au moins une ou une quelconque combinaison des deletions precedemment citees. 

Un vecteur adenoviral selon la presente invention derive du genome d'un adenovirus 
naturel ou sauvage, avantageusement d'un adenovirus canin, aviaire ou humain, de 
preference d'un adenovirus humain de type 2, 3, 4, 5 ou 7 et, de maniere tout a fait 
35 preferee d'un adenovirus humain de type 5 (Ad5). Dans ce dernier cas, les deletions du 
vecteur adenoviral selon Invention sont indiquees par reference a la position des 
nucleotides du genome de 1'AdS specifiee dans la banque de donnee Genebank sous la 
reference M73 260 . 
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On prefere tout particulierement un vecteur adenoviral selon Invention derivant du 
genome d'un adenovirus humain de type 5, par deletion : 

(i) de l'integralite de la partie codant pour les proteines precoces de la region 
E1B et s'etendant du nucleotide 1634 et se terminant au nucleotide 4047 ; 
et/ou 

(ii) de la region E4 s'etendant des nucleotides 32800 a 3 5826 ; et/ou 

(iii) de la partie de la region E3 s'etendant des nucleotides 27871 a 30748 ; 
et/ou 



(iv) de la partie de la region d'encapsidation : 

allant du nucleotide 270 au nucleotide 346, ou 

allant du nucleotide 184 au nucleotide 273, ou 

20 - allant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

De preference, un vecteur adenoviral selon invention derive du genome d'un adenovirus 
sauvage ou naturel par deletion d'au moins 18 % dudit genome, d'au moins 22 %, d'au 
moins 25 %, d'au moins 30 %, d'au moins 40 %, d'au moins 50 %, d'au moins 60 %, d'au 
moins 70 %, d'au moins 80 %, d'au moins 90 % ou encore d'au moms 95 % et 
notamment de 98,5%. 

Selon un mode particulierement prefere, un vecteur adenoviral selon invention derive du 
genome d'un adenovirus par deletion de l'ensemble du genome adenoviral a Exclusion 
des TTR3 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. Selon cette vanante, d 
ne comprend que le minimum de sequences virales afin de limiter les risques de 
recombinaison, les risques d'oncogenecite et avoir une capacite de clonage maximale. On 
parlera alors d'un vecteur adenoviral '•minimum" dans lequel il sera alors possible 
d'inserer jusqu'a 30kb de sequence nucleotidique exogene, Un vecteur adenoviral prefere 
selon Invention derive d'un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du 
genome viral s'etendant des nucleotides 459 a 35832. 
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Dans le cadre de la oresente invention, un vecteur adenoviral selon 1'invent.on a pour 
objet le transfert et I'expression d'une sequence nucleotidique exogene dans une cellule 
note Par "sequence nucleotidique exogene", on entend un acide nucleique qu. comprend 
des sequences codantes et des sequences regulatrices permettant 1'express.on desdites 
5 sequences codantes et dans lequel les sequences codantes sont des sequences qu, ne sent 
normalement pas presentes dans le genome d'un adenovirus. Les sequences regulatrices 
peuvent etre d'origine quelconque. La sequence nucleotidique exogene est mtrodurte 
dans un vecteur adenoviral selon Invention par les techniques classiques du gerue 
genetique, entre la region d'encapsidation et ITTR 3'. 

Une sequence nucleotidique exogene peut etre constituee d'un ou plusieurs gene(s) 
d'interet et, de maniere preferee, d'interet therapeutique. Dans le cadre de la presente 
invention, un gene d'interet peut coder soit pour un ARN anti-sens, soit pour un ARNm 
qui sera ensuite traduit en proteine d'interet. Un gene d'interet peut etre de type 

15 genomique, de type ADN complements (ADNc) ou de type mixte (mirugene, dans 
lequel au moins un intron est delete). II peut coder pour une proteine mature, un 
precurseur d'une proteine mature, notamment un precurseur destine a etre secrete et 
comprenant de ce fait un peptide signal, une proteine chimerique provenant de la fusion 
de sequence d'origine diverse ou un mutant dWe proteine naturelle presentant des 

20 proprietes biologiques ameliorees ou modifiees. Un tel mutant peut etre obtenu par 
mutation, deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotide(s) du gene 
codant pour la proteine naturelle. 

Un gene d'interet peut etre place sous le controle d'elements appropries a son expression 
25 dans une cellule hote. Par "elements appropries", on entend I'ensembte des elements 
necessaires a sa transcription en ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et a la traduction d'un 
ARNm en proteine. Parmi les elements necessaires a la transcription, le promoteur revet 
une importance particuliere. II peut s'agir d'un promoteur constitutif ou d'un promoteur 
regulable et il peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou v*ale et meme 
adenoviral AJternativement, il peut s'agir du promoteur naturel du gene d'mteret en 
question. D'une facon generale, un promoteur en usage dans la presente invention, peut 
etre modifie de maniere a contenir des sequences regulatrices. A titre d'exemples, un 
gene d'interet en usage dans la presente invention, est place sous le controle du 
promoteur des genes d'immunoglobuline lbrsque l'on cherche a cibler son transfert dans 
des cellules notes lymphocytaires. On peut egalement citer le promoteur du gene TK- 
HSV-1 (thymidine kinase du virus de l'herpes de type 1) ou encore le promoteur 
adenoviral MLP, notamment de l'adenovirus humain de type 2, permettant une 
expression dans un grand nombre de types cellulaires. 
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Parmi les genes d'interet utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut citer : 

les genes codant pour des cytokines, comme l'interferon alpha, l'interferon 
gamma, les interleukines ; 

les genes codant pour des recepteurs membranaires, comme les recepteurs 
reconnus par des organismes pathogenes (virus, bacteries, ou parasites), 
de preference par le virus VIH (Virus de l'lmmunodeficience Humain) ; 

les genes codant pour des facteurs de coagulation, comme le facteur VIII 
et le facteur EX ; 

le gene codant pour la dystrophine ; 
le gene codant pour l'insuline ; 

les genes codant pour des proteines participant directement ou 
indirectement aux canaux ioniques ceUulaires, comme la proteine CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; 

les genes codant pour des ARN anti-sens ou des proteines capables 
d'inhiber l'activite d'une proteine produite par un gene pathogene, present 
dans le genome d^un organisme pathogene, ou par un gene cellulaire, dont 
25 l'expression est deregulee, par exemple un oncogene ; 

les genes codant pour une proteine inhibant une activite enzymatique, 
comme l'ctl- antitrypsine ou un inhibiteur d'une protease virale ; 
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les genes codant pour des variants de proteines pathogenes qui ont ete 
mutees de facon a alterer leur fonaion biologique, comme par exemple 
des variants trans-dominants de la proteine TAT du virus VTH capables 
de competition avec la proteine naturelle pour la liaison a la sequence 
cible, empechant ainsi I'activation du VIH ; 

les genes codant pour des epitopes antigeniques afin d'accroitre 
l'immunite de la cellule hote ; 
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les genes codant pour les proteines de complexe majeur 
d'histocompatibilite des classes I et II, ainsi que les genes codant pour les 
proteines inductrices de ces genes ; 

5 . les genes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des 

organismes pathogenes ; et 

les genes suicides. On peut citer plus particulierement le gene suicide TK- 
HSV-1 L'enzyme TK virale presente une affinite nettement supeneure 

l0 par rapport a l'enzyme TK ceUulaire pour certains analogues de 

nucleosides (comme .'acyclovir ou le gancyclovir). Elle les convert* en 
molecules monophosphates, elles-memes convertibles, par les enzymes 
cellulaires, en precursors de nucleotides, qui sont torques. Ces 
analogues de nucleotides sont incorporates dans les molecules d'ADN en 

15 voie de synthese, done principalement dans l'ADN des cellules en etat de 

replication. Cette incorporation permet de detruire specifiquement les 
cellules en division comme les cellules cancereuses. 

Cette liste n'est pas limitative et d'autres genes d'interet peuvent etre utilises dans le cadre 
20 de la presente invention. 

Par affleurs, selon un autre mode de mis. en oeuvre de 1'inven.iot, un vecteur adenoviral 
S e!on 1'mven.ion peu, en outre comprendre un gene non-therapeutique codant pour une 
proteine trans-activatric* de la transcription non-adenovirale. Bien entendu, on ev.e« le 
25 ou les gene(s) de la region E1A codant pour une proteine trans-aatvamce, dont 
fexpression risquerait de rendre .'adenovirus non-defectif. On chois,ra, de preference, 1. 
gene codant pour la proteine Gal4 de SaccHaromyces cenrtsioe. Son express,™ 
permenra la propagation du vecteur dans une Ugnee de complementation telle que eel le 
ZL ci-apl Une telle Hgnee es, plus sophistiquee e, perme, de paUter a d'eventuels 
30 probiemes de toxicite due a la production en continue des proteu.es adenoses de 
complement. Le gene codant pour une proteine trans-activatrice de la transenpuon 
peut etre place, si necessaire, sous le controle d'elements appropnes a son express™ , 
par exemple ceux qui permettent 1'expression d'un gene d'mteret. 

35 L'invention a egalemen, trait 4 une panicule adenoviral ainsi qu'a ™ !^J"~*£ 
hot. comprenant un vecteur adenoviral selon .'invent™. Lad, e ceUule e* 
avantageusement une ceUule de mammifere et, de preference, une cellule humaute et peut 
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comprendre ledit vecteur sous forme integree dans le genome ou, de preference, sous 
forme non-integree (episome). 

Une particule adenovirale selon Invention peut etre preparee par passage dans toute 
5 lignee de complementation fournissant en trans les fonctions pour lesquelles un vecteur 
adenoviral selon Invention est defectif, par exemple la lignee 293 de l'art anteneur. Ces 
techniques de preparation sont connues de I'homme de l'art (Graham et Prevec, 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol 7, 109-128, Ed : E.J. Murey, The Human Press Inc.). 
D'une maniere optionnelle, une particule adenovirale selon Invention peut etre generee 
10 dans une lignee de complementation selon Invention telle que decrite ci-apres. 

Cest pourquoi la presente invention concerne egalement une lignee de complementation 
comportant un element de complementation, comprenant notamment une partie de la 
region El du genome d'un adenovirus a 1'exclusion de 11TR 5' ; ledit element de 
15 complementation etant capable de complementer en trans un vecteur adenoviral defectif 
et etant integre dans le genome de ladite lignee de complementation ou insere dans un 
vecteur d' expression. 

Dans le cadre de la presente invention, le terme "lignee de complementation" se refere a 
20 une cellule eucaryote capable de fournir en trans la ou les fonction(s) pour 
la(les)queUe(s) un vecteur adenoviral est defectif. En d'autres termes, elle est capable de 
produire 1'une ou les P roteine(s) necessaire(s) a la replication et a 1'encapsidatxon dudtt 
vecteur adenoviral, proteines precoces et/ou tardives qu'il ne peut lui meme produire et 
. qui sont necessaires a la constitution d'une particule virale. Bien entendu, ladite partie 
25 peut etre modifiee par mutation, deletion et/ou addition de nucleotides, du moment que 
ces modifications n'alterent pas sa capacite de complementation. Ains,, un vecteur 
adenoviral defectif pour la fonction El devra etre propage dans une lignee de 
complementation pour El (capable de fournir en trans la ou l'ensemble des proteines 
codees par la region El que le vecteur ne peut produire), un vecteur defectif pour les 
fonctions El et E4 le sera dans une lignee de complementation pour El et E4 
(fournissant les proteines necessaires codees par les regions El et E4) et, enfin, un 
vecteur defectif pour les fonctions El, E2 et E4 le sera dans une lignee de 
complementation pour les trois fonctions. Comme indique dans Introduction, la regxon 
E3 est non essentielle, et ne necessite pas d'etre specifiquement completee. 

Une lignee de complementation selon l'invention peut etre derivee soit d'une lignee 
cellulaire immortalisee, capable de se diviser indefiniment, soit d'une lignee pnma.re. 
Conformant aux buts poursuivis par la presente invention, une lignee de 
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complementation selon Invention est utile pour I'encapsidation de n'importe quel vecteur 

adenoviral defectif et, en particulier, d«un vecteur adenoviral defect* selon 1'invenuon. 
Ainsi lorsqu'on utilisera ci-apres le terme "vecteur adenoviral defect**, .1 doit etre 
entendu qu'il fait reference a un vecteur defectif quelconque, de l'art anterieur ou de la 

5 presente invention. 

Par "element de complementation", on entend un acide nucleique comprenant au moins 
la partie du genome adenoviral en usage dans le cadre de la presente invention. II peut 
etre insere sur un vecteur, par exemple de type plasmidique ou viral, par exemple 

10 retroviral, adenoviral ou derive d\in poxvirus. On preferera neanmoins le cas ou d est 
integre dans le genome d«une lignee de complementation selon l'invention. Les methodes 
pour introduire un vecteur ou un acide nucleique dans une lignee cellulaire et 
eventuellement l'integrer dans le genome d*une cellule constituent des techniques 
conventionnelles bien connues de l'homme de l'art, de meme que les vecteurs uuhsables a 

15 de telles fins. L'element de complementation peut etre introduit dans une hgnee de 
complementation selon 1'invention, de facon prealable ou concomitante a un vecteur 
adenoviral defectif. 

Selon un mode de realisation specifique, une lignee de complementation selon ^invention 
20 est destinee a complementer en trans un vecteur adenoviral defectif pour la foncuon El. 
Une telle lignee presente l'avantage de diminuer les risques de recombina,son puisque, 
contrairement a la lignee conventionnelle 293, elle est depourvue de 1TTR 5' present dans 
les vecteurs. 
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Dans le cadre de la presente invention, une lignee de complementation selon l'invention 
peut comprendre tout ou partie de la region El Adu genome d'un adenovirus et : 

(i) tout ou partie d'au moins une region du genome adenoviral selectionnee 
parmi les regions E1B, E2 et E4, ou 

(ii) tout ou partie d'au moins deux des regions E1B, E2 et E4 dudit genome, ou 

(iii) tout ou partie des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 

35 Dans le cadre de l'invention, lesdites regions peuvent etre placees, si necessaire, sous le 
controle d'elements appropries permettant leur expression, mais, on prefere les placer 
sous le controle de leur propre promoteur, inductible par la proteine trans-acuvatnce de 

transcription codee par la region El A. 
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A titre indicate une lignee de complementation selon la variante 00 comprenant les 
regions E1A, ElB et E4 est destines a la preparation d'un adenovirus defectif pour les 
fonctions E 1 et E4 delete de tout ou partie des regions correspondantes. 

5 

Selon un mode avantageux, une lignee de complementation selon l'invention, comprend 
notamment tout ou partie de la region El A et l'integralite des sequences codant pour les 
proteines precoces de la region ElB. 

10 Par ailleurs, selon une variante de ce mode de realisation, une Ugnee de complementation 
selon l'invention peut, en outre, etre depourvue de la region promotrice de la region 
El A. Dans ce cas, la partie du genome adenoviral codant pour les proteines precoces de 
ladite region El A sera placee sous le controle d'un promoteur heterology approprie et 
fonaionnel dans ladite lignee de complementation. II peut etre isole de n'importe quel 

15 gene eucaryote ou viral. On evitera, cependant, d'avoir recours a un promoteur 
adenoviral d'une region precoce. II peut s'agir d'un promoteur constitutif. A titre 
d'exemples, on peut citer les promoteurs du virus SV40, du gene TK-HSV-1 et du gene 
murin PGK. 

20 D'une maniere alternative, le promoteur retenu peut etre regulable et avantageusement, 
inductible par une proteine trans-activatrice de transcription non adenoviral. II peut 
s'agir d'un promoteur isole d'un gene naturellement inductible ou d'un promoteur 
quelconque modifie par I'addition de sequences d'activation (ou UAS, pour Upstream 
Activating Sequence en anglais) repondant a ladite proteine trans-activatrice. De maniere 
25 plus particuliere, on prefere utiliser un promoteur inductible par la proteine Gal4 de 
Saccharomyces cerevisiae et, de preference, un promoteur hybride constitue d'un 
promoteur dit "minimum" contenant uniquement les sequences d'initiation de la 
transcription (TATA box et site d'initiation) d'un gene quelconque (par exemple du gene 
TK-HSV-1 ou MLP d'Ad2), en amont duquel on a insere au moins une sequence 
30 d'activation du gene GallO de Saccharomyces cerevisiae (Webster et al., 1988, Cell, 52, 
169-178). Cette derniere peut etre synthetisee chimiquement ou isolee du gene GallO, 
selon les techniques classiques du genie genetique. Ainsi, le promoteur hybride ne sera 
active et n'induira l'expression des genes codes par la region E1A places sous son 
controle, qu'en presence de la proteine Gal4. Puis, les produits d'expression de la region 
35 El A pourront a leur tour, induire l'expression des autres regions precoces ElB, E2 et/ou 
E4 eventuellement comprises dans une lignee de complementation selon l'invention. Ce 
mode de realisation particulier de l'invention, evite la production d'une maniere 
constitutive (eventuellement toxique) des proteines adenovirals necessaires a la 
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complementation. Ainsi, Induction peut etre declenchee en presence dMn vecteur 
adenoviral defect* selon 1'invention exprimant la proteine Gal4. Cependant une telle 
lignee peut egalement etre utilisee pour preparer n'importe quel vecteur adenoviral 
defectif, a la condition toutefois de foumir en trans la proteine GaR Les moyens de 
5 foumir en trans une proteine sont connus de rhomme du metier. 

D'une maniere generate, une lignee de complementation comprend une partie du genome 
d'un adenovirus qui derive avantageusement d'un adenovirus animal, comme un 
adenovirus canin ou aviaire ou, de preference, d'un adenovirus humain et, tout 
10 particulierement, du type 2 ou 5. 

Une lignee de complementation selon 1'invention comprend notamment la partie du 
genome d'un adenovirus humain de type 5 s'etendant : 

1 5 (i) du nucleotide 100 au nucleotide 5297 de la sequence telle que divulguee 

dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260, ou 

(ii) du nucleotide 100 au nucleotide 4034, ou 

20 (in) du nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

Avantageusement, la partie du genome selon (ii) est inseree en amont d'un signal de 
terminaison de la transcription, comme par exemple le signal de polyadenylation du vmis 
SV40 (Simian Virus 40) ou du gene B-globine de lapin. Alors que la partie selon (m) qui 

25 ne comprend ni les sequences promotrices de la region E1A, ni le signal de terminaison 
de la transcription de la region E1B est placee sous le controle d'un promoteur 
approprie, notamment d'un promoteur inductible par la proteine Gal4, et dMn signal de 
terminaison de la transcription, par exemple celui du gene S-globine de lapin. Une telle 
lignee de complementation est considers comme particulierement sure car depourvue de 

30 la majorite des sequences communes avec un adenovirus defectif. 

D'autre part, une lignee de complementation selon 1'invention peut comporter la partie de 
la region E4 d'un adenovirus humain de type 5 allant du nucleotide 32800 et se terminant 
au nucleotide 35826 de la sequence telle que divulguee dans la banque de donnee 
3 5 Genebank sous la reference M73260. 

Par ailleurs, une lignee de complementation selon 1'invention peut comporter 1'ensemble 
du genome d'un adenovirus naturel, a 1'exception de la region d'encapsidation et des ITRs 
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5' et 3' et, de maniere tout a fait preferee, la partie du genome d'un adenovirus humain de 
type 5 allant du nucleotide 505 et se terminant au nucleotide 35826 de la sequence telle 
que divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260. Aux fins 
de la presente invention, celle-ci est placee sous le controle d^n promoteur appropne. 
On aura, de preference, recours a un promoteur inductible par la proteine Gal4 de 
Saccharomyces cerevisae. Une telle lignee permettra de complementer en trans 
1'ensemble des fonctions essentielles a la replication et l'encapsidation d'un vecteur 
adenoviral defectif pour les fonctions El, E2 et E4, notamment d'un vecteur adenoviral 
minimum selon I'invention. 



0 



Selon un mode prefere, une lignee de complementation selon I'invention peut comporter 
un element de complementation comprenant, en outre, un gene codant pour un marqueur 
de selection permettant la detection et l'isolement des cellules le comportant. Dans le 
contexte de la presente invention, il peut s'agir de n'importe quel gene codant pour un 
5 marqueur de selection, ceux-ci etant generalement connus de l'homme de lart, 
avantageusement d'un gene de resistance a un antibiotique et, de preference, du gene 
codant pour la puromycine acetyl-transferase (gene pac) conferant la resistance a la 
puromycine. 

>0 Dans le cadre de la presente invention, le gene codant pour un marqueur de selection 
peut etre place sous le controle des elements appropries permettant son expression. II 
peut s'agir d'un promoteur constitutif, comme le promoteur precoce du virus SV40. 
Cependant, on preferera un promoteur inductible par la proteine trans-actrvatnce codee 
par la region E1A, en particulier le promoteur adenoviral E2A. Une telle combmaison 

25 introduira une pression de selection pour maintenir Expression des genes de la region 
E1A dans une lignee de complementation selon I'invention. Aux fins de la presente 
invention, le promoteur retenu peut etre modifie par deletion, mutation, substitution 
et/ou addition de nucleotides. 

30 Selon un mode de realisation tout a fait prefere, une lignee de complementation selon 
I'invention est derivee d'une lignee cellulaire acceptable d'un pomt de vue 
pharmaceutique. Par "lignee cellulaire acceptable d'un point de vue pharmaceutique", on 
entend une lignee cellulaire caracterisee (dont on connait I'origine et 1'histoire) et/ou 
ayant deja ete utilisee pour la produaion a grande echelle de produits destines a un usage 

35 humain (constitution de lots pour des essais cliniques avances ou de lots destines a la 
vente) De telles lignees sont disponibles dans des organismes tels que I'ATCC. A cet 
egard, on peut mentionner les lignees de rein de singe vert d'Afrique Vero, de rem de 
hamster dore ou syrien BHK, humaine derivee d'un carcinome de poumon A549, 
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humaine pulmonale MRC5, humaine pulmonaire W138 et d'ovaire de hamster chinois 
CHO. 

D'une maniere alternative, une lignee de complementation selon l'invention peut deriver 
5 de cellules primaires et notamment de cellules de retine prelevees d'un embryon humam. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation d'une particule adenovirale 
selon l'invention, selon lequel : 

10 . o„ introduit un vecteur adenoviral selon l'invention dans une lignee de 

complementation capable de complementer en trans ledit vecteur, de 
maniere a obtenir une lignee de complementation transferee, 



on 



cultive ladite Ugnee de complementation selon des conditions 
! 5 appropriees pour permettre la production de ladite particule adenovirale, 

et 

on recupere ladite particule dans la culture cellulaire. 

20 Bien entendu, la particule adenovirale peut etre recuperee du sumageant de culture mais, 
egalement des cellules selon les protocoles conventionnels. 

D'une maniere preferee, un procede selon l'invention met en oeuvre une lignee de 
complementation selon l'invention. 

25 L'invention a egalement pour objet l'usage therapeutique ou prophylactique d'un vecteur 
adenoviral, d'une particule d'adenovims, d'une cellule eucaryote note ou d'une hgnee de 
complementation selon rinvention. 

30 La presente invention est enfin relative a une composition pharmaceutique comprenant a 
titre d'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur adenoviral, une particule 
d'adenovims, une cellule eucaryote ou une cellule de complementation selon l'mventmn, 
en association avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

35 La composition selon l'invention, est en particulier destinee au traitement preventif ou 
curatif de maladies teiles que : 
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des maladies genetiques, comme l'hemophilie, la mucoviscidose ou la 
myopathic, celle de Duchene et de Becker, 

des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 

des maladies retrovirales, comme le SIDA (syndrome de 
l'immunodeficience acquise resultant de l'infection par le VIH), et 

des maladies virales recurrentes, comme les infections virales provoquees 
10 par le virus de l'herpes. 

Une composition phannaceutique selon I'invention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efficace d'un 
agent therapeutique ou prophylactique a un support tel qu^un diluant. Une composition 

15 selon I'invention peut etre administree par aerosol ou par n'importe quelle voie 
conventionnelle en usage dans le domaine de Tart, en particulier par voie orale, sous- 
cutanee, intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneale intrapulmonaire ou intra- 
tracheal Uadministration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs 
fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage appropries 

20 varient en fonction de divers parametres, par exemple, de I'individu traite ou de la 
maladie a trailer ou encore du ou des gene(s) d'interet a transferer. D'une maniere 
generate, une composition phannaceutique selon I'invention comprend une dose 
d'adenovirus selon I'invention comprise entre 10 4 et 10" avantageusement 10* et 10" 
et de. preference 10 6 et lO". Une composition phannaceutique, en particulier a visee 

25 prophylactique, peut comprendre en outre un adjuvant acceptable d*un point de vue 
phannaceutique. 

L'invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on administre 
une quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur adenoviral, d'une particule 
30 adenovirale, d'une cellule eucaryote ou d'une lignee de complementation selon l'invention 
a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

La presente invention est plus complement decrite en reference aux Figures suivantes 
et a l'aide des exemples suivants. 

La Figure 1 est une representation schematique du genome de l'adenovirus humain de 
type 5 (represents en unites arbitraires de 0 a 100), indiquant l'emplacement des 
differents genes. 
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La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG6546. 

La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG6581. 

La Figure 4 est une representation schematique du vecteur P TG6303. 

La Figure 5 est une representation schematique des vecteurs pTG1660 et P TG1661. 

10 La Figure 6 est une representation schematique des vecteurs P TG1653, P TG1654 et 
pTG1655. 

La Figure 7 est une representation schematique du vecteur P TG5913. 
15 La Figure 8 est une representation schematique du vecteur pTG85 12. 
La Figure 9 est une representation schematique du vecteur pTG85 13 . 
La Figure 10 est une representation schematique du vecteur pTG8514. 
La Figure 1 1 est une representation schematique du vecteur P TG8515. 
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•EXAMPLES 

25 Les exemples suivants n'ttlustren. qu'un mode de realisation de la presente invention. 

Les constructions decri.es ci-dessous son. realisees selon les techniques Scales de 
genie genetique e. de clonag. mo.ecu.aire, de.ai.lees dans Manram e. aL, (1989, 
Laboratory ManuaL Co.d Spring Harbor, Laboratory Press, Co.d Spnng Harbor, WO. 

30 L'ensemWe des fcapes de Conage mettan. en oeuvre des plasmides bactenens es reahse 
par passage dans la souche EscHencUa coU (E. col,) 5K ou BJ. alors que ce es qu, 
metten. en oeuvre des vecteurs derives du phage M13 son. realisees par passage dans E 
"TnM 522. E„ ce qui concerne ies etapes ^amplification par PGR. on apphque .e 
pro.oco.e .«. que decrit dans PCR Pro.oco.s-A guide ,o methods and appucattons, 

35 (1990, edite par Innis. Gelfand, Sninsky and White, Academic Press Inc.). 

D'autr. part, les ceBu.es son. transferees selon les techniques standards bien connues de 
momme du metier. On peut citer ,a technique au phosphate de cataum (Mamatis et a... 



WO 94/28152 



2 1 



PCT/FR94/00624 



10 



15 



20 



supra) Mais d'autres protocols permettant d'introduire un acide nucleique dans une 
cellule peuvent egalement etre employes, tels que la technique au DEAE dextran, 
I'electroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques, la micro.nject.on d'une 
cellule selectionnee ou les methodes basees sur l'emploi de liposomes. 

Les fragments inseres dans les differentes constructions decrites ci-apres, sent indiques 
precisement selon leur position dans la sequence nucleotidique : 

du genome de l'Ad5 teUe que divulguee dans la banque de donnees 
Genebank sous la reference M73260, 

du genome de ^adenovirus de type 2 (Ad2), telle que divulguee dans la 
banque de donnees Genebank sous la reference JO 1949, 

du genome du virus SV40 telle que divulguee dans la banque de donnees 
Genebank sous la reference J02400. 

PYFMPT.F. 1 : ration d'un ^ m.« "attend" comprenant nne deletion d'une 

partie de la region d '* nrapsidation. 



1. 



r^.rnnn d'un "<"'*™e" comprmrmt une deletion du nucleotide 184 

nu nucleotide 773 de la re tf™ *™rip !!idation 
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On construit un vecteur comprenant 

1'ITR 5' du genome de l'Ad5 (du nucleotide 1 au nucleotide 103), 

- la region d'encapsidation de 1'AdS comprise entre les nucleotides 104 a 458 dans 
laqueUe la portion allant du nucleotide 184 au nucleotide 273 est deletee et la 
thymine (T) en position 176 est modifiee en une cytosine (C) afin de creer un s.te 
de restriction AatR 7 

- une cassette ^expression d'un gene d'lnteret comprenant de 5' vers 3' le MLP de 
l'Ad2 (nucleotides 5779 a 6038), les sites de restriction Kpnl-Xbal-Hmdm et 
5amHL l'ADNc humain codant pour la proteine CFTR, (la composition en ac.des 
amines correspond a la sequence publiee par Riordan et aL 1989, Science, 245 
1066-1073 ; a l'exception d'une valine a la place de la methionine en posmon 470), 
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,„ sites M. JDW « *■* « h ^ dC tem,inaiSOn ^ ' a ,ranSCriPti ° n *" 
virus SV40 (nucleotides 2665 a 2538), et 

. „ fragment da genome de MdS pendant du nucleotide 3329 au nuc.eo.ide 6241. 

5 Dans un premier temps, on Cone entre les sites £fa*I et £p*V "^'^ 
, n.™ 5<S 91-99) le fragment £coRI SmA isole de pMLPU. Cette 

(Kieny e, a!., 19S3, ^ aL, 1991. Gene, iO/, 195-202) et duTere 

construction est issue de pMLPIO (Levrero • rr.w/m On 

du^ecteur parent par Introduction d'un site ted au ruveau du site HmdSSL On 

10 ^"eur mU. Ce.ui.ci es, soumis a une mutagenese d.gee afrnd 
de ,e.er ies sequences comprises «, .es n— ^ 
d'encapsidation. La mutagenese dingee est reahsee a lata 

(AmeLrn) selon les recommandations du founusseur, et met ^ en oeuvre 
A^ersnarn; Hdentificateur de sequence n°l (SEQ ID NO. 

Smal. 

„tc*500 est dieere partieUement par Pstl, traite a VADN 
20 Le vecteur obtenu, pTGOSOO est d^erep ^ ^ m 

du nucleotide 3329 au nucleotide 6241. Le vecteur p 

. . Mr <* nM traite i I'ADN polymerase du phage T4 et religue, ceci aim u 

25 partieUement par SphI, traite a I Aiwp y*" on 
detruire le site Sphl situe en 5' du polyhnker. H result, le pTG6511, a q 
aores digestion par Bamm et traitement a l'ADN polymerase Klenow lADNcCFl 
Z£Z forme d,n fragment aux extras Ranches 
Av al et traitement a l'ADN polymerase Klenow. On obuent pTG6S2 5. A 

30 l'ADNc CFTR est isole d'un plasmide de 1'art anteneur, tel que pTG5960 (Dalemans 
aL, 1991, Nature, 354, 526-528). 

2 r „, n ii -- -~ — " 1 1111 ' < MMm *" V ' 

„■ ^.. ^-..vj. M< la rir "~ -^""T^no"- 

" Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee mettan, en oeuv, 
Le vecteur „ ^ le fr^neot mute est re>ntrodu.t da. 

Pol gonudeotide OTG4173 (SEli uJ nu- ^- Tf -«ni re demi 

pMLP! 1, comme indique precedemment, pour generer le vecteur pTMSOl. Ce derm 
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est digere par Sphl, traite a l'ADN polymerase du phage T4, puis par Pvul. On obtient 
pTG6546 (Figure 2) par clonage du fragment Pvul-Kpril (le site Kpnl ayant ete rendu 
franc) isole de pTG6525 et comportant l'ADNc CFTR humain. 

5 3. Cnnxtruction d'un vecteur "nttertue" com n renant une deletion du nucleotide 287 
au nucleotide 358 de In region d 'encapsidation. 

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee afin de deleter les 
sequences comprises entre les nucleotides 287 et 358 de la region d'encapsidation et de 

10 modifier les thymines en position 275 et 276 en guanines pour introduire un site Ncol. La 
mutagenese est realisee a l'aide de ^oligonucleotide OTG4191 (SEQ ID NO. 3) pour 
donner M13TG6507. Ce dernier est clive par BglO, traite a l'ADN polymerase Klenow 
puis digere par EcoKI et on purifie le fragment correspondant mute que l'on introduit 
dans pMLPll digere par EcoXl et Smal. On genere pTG6504, duquel on isole le 

15 fragment Sphl (site rendu franc par traitement a l'ADN polymerase du phage T4)-Pvul 
que l'on insere entre les sites Kpnl (rendu franc par traitement a la T4 polymerase) et 
Pvul de pTG6511. On obtient pTG6513 qui est traite par BamW. et l'ADN polymerase 
Klenow avant d'inserer le fragment Aval ttXhol de pTG5960 pour donner pTG6526. 



20 4. 



Generation d'un adenovirus recomhinant defectif et attenue. 



Les adenovirus defectifs recombinants sont generes par co-transfection dans les cellules 
293 de soit pTG6525, pTG6526 ou pTG6546 linearise par Clal et d'ADN genomique de 
. l'Ad-dl324 (Thimmappaya et al., 1982, CeU, 31, 543-551) egalement digere par Clal, de 
25 maniere a generer un virus recombinant par recombinaison homologue. Apres 8 a 10 
jours les plages individuelles sont isolees, amplifiees dans les cellules 293 et analysees 
par cartographie de restriction. Des stocks viraux (AdTG6525, AdTC56526 et 
AdTG6546) sont constitues et leur titre determine selon les techniques conventionnelles. 

30 Le virus AdTG6546 est place en situation de competition par co-infection avec VAd- 
CFTR (Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68, 143-155) qui comporte une region 
d'encapsidation de type sauvage. On infecte les cellules 293 par 5 ufp (unite formam des 
plages) d'Ad-CFTR et 5 ufp d'AdTG6546 par cellule. On isole en parallele l'ADN v,ral 
total par la methode de Hirt (Gluzman et Van Doren,1983, J. Virol., 45, 91-103) et 

35 l'ADN viral encapside apres traitement des cellules avec 0,2 % deoxydrolate pu.s avec 
10 ug/ml de deoxyribonuclease (DNase) L pour eliminer les ADN non proteges dans les 
virions. Alors que la quantite d'ADN total d'Ad-CFTR et d'AdTG6546 est identique, d y 
a environ 3 fois moins d'ADN d'AdTG6546 que d'ADN d'Ad-CFTR encapside. 
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On mesure .e niveau depression de la protein. CFTR dans les extras ceUulatres d. 
cellules 293 infectees par AdTG6546. Uanalyse est effectuee par Western blot selon la 
technique decrite dans Dalemans et al. (1991, Nature, supra) en mertant en oeuvre 
Vanticorps monoclonal MATG1031. Mais, tout autre anticorps reconnatssant des 
epitopes antigeniques de la proteine CFTR peu« etre utilise. On revele un prodmt 
masse moleculaire attendue d'environ 170 kDa. A titre indicauf. le niveau de producuon 
est a peu pres equivalent a celui obtenu dans les extraits ceUulaires infectes par le vuus 
non attenue Ad-CFTR. 
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j. H>„„ adin c ^ ~™hinant novr Vrrprewon de la proteine CFTR . 

15 (AdTG65&l) 

Un tel adenovirus est genere a partir d'un vecteur plasmidique pTG6581 comprenant de 
5' vers 3* : 
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1TTR 5' de I'AdS (des nucleotides la 103), 

la region d'encapsidation de I'AdS (des nucleotides 104 a 458), 

une sequence nucleotide exogene comportant une cassette d'expression, laquelle 
comprend les elements suivants : 

* le MLP de l'Ad2 (nucleotides 5779 a 6038), suivi des trois leaders tripartites 
egalement de l'Ad2 (nucleotides 6039-6079 ; nucleotides 7101-7175 ; 
nucleotides 9637-9712) ; ces leaders sont inclus afin d'augmenter 1'efficacite 
de traduction des sequences inserees en aval, 



un polylinker comprenant de 5' vers 



3* les sites de restrictions Xbal, HindJR, 
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BarnHL EcoKV, Hpal et Notl utilisables pour le clonage d'un gene d'interet, 
un gene d'interet, comme le gene codant pour la proteine CFTR, 



le signal de terminaison 
2543 a 2618), 



de la transcription isole du virus SV40 (nucleotides 
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. la portion du genome adenoviral de 1'AdS allant des nucleotides 4047 a 6241. 

Le fragment du genome de 1'AdS s'etendant du nucleotide 4047 au nucleotide 4614 est 
amplifie par PCR a partir de l'ADN genomique d"Ad5. La reaction PCR met en oeuvre 
1-amorce sens OTG5021 (SEQ ID NO: 4), comprenant en son extremite 5' un s^e^ffl 
destine a faciliter les etapes de clonage ulterieures, et 1'amorce anti-sens OTG5157 (SEQ 
ID NO: 5.) Le fragment ainsi genere est traite a l'ADN polymerase Klenow, avant d etre 
clone dans le site Smal de M13mpl8 (Gibco BRL), dormant lieu au M13TG6517. La 
sequence du fragment genere par PCR est verifiee selon la methode enzymatique 
classique (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sri. USA, 74, 5463). 

Par ailleurs, le fragment Pvul-Smal est isole de pMLPl 1. H est clone entre les sites Pvul 
etJfcml de pTG6511 (exemple 1.1), le site^I ayant ete rendu franc par un trartement 
a l'ADN polymerase du phage T4 selon les methodes standards. On genere amsi le 
vecteur pTG6547. 

Ce dernier est digere par les enzymes Sail et BstK et ligue a deux fragments, d*une part 
le fragment Bawm-BstXl purifie de M13TG6517 et, d'autre part, le fragment Xho - 
BzHl de P TG6185. Ce dernier comprend notamment le signal de termmaison de la 
transcription du virus SV40 encadre par les sites de restriction Xhol et BgKL. Mais, tout 
autre plasmide comportant la meme sequence de terminaison et des sites de restriction 
adequates pourrait etre utUise. On obtient le vecteur pTG6555, dans lequel on msere 
dans le site unique iWH un adaptateur contenant deux sites de restriction generant des 
extremites franches, EeoRV et Hpal. Get adaptateur provient de la reassocxation des 
oligonucleotides OTG5564 et OTG5565 (SEQ ID NO: 6 et 7). On obtient P TG6580. 
Enfin, le fragment Sacl-Pstl de pTG6525 dont les extremites ont ete rendues tranches et 
comportant l'ADNc CFTR humain, est clone dans le site EcoRV de pTG6580. On 
genere pTG6581 (Figure 3). 

L'adenovirus recombinant correspondant AdTG6581 est genere par co-transfection de 
PTG6581 et Ad dl324 dives par Clal dans une lignee de complementation pour a 
fonction El, comme la lignee 293 ou une lignee de 1'exemple 6, selon le protocole 
classique. 

2 , nhtminn d'un a^nvi^ reco mbinant pou r I'evpression de I'lFN* 
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Le vecteur pTG6303 (Figure 4) est obtenu par clonage dans le site Hp* d ^ T « ™ * U 
fragment HpalSmA de M13TG2437. Ce dernier prevent du clonage dans un vecteur 
MmGUO^ieny et a.., .933. » P ~) du gene codan. pour interferon *~ 0™ 
don. 1. sequence es, telle que specifiee dans Gray «. .L (1982, Nature, 29, 503-508^ 
... 4JT rw;if)3 est obtenu selon les techniques classiques par 
5 L'adenovirus recombinant AdTG6303 est obtenu s 

recombinaison homologue resuitant de la co-ransfecnon de pTG6303 et de 1 Ad dB2 
linearise par CM dans un« lignee de complementation pour la foncuon El. 

3 --rr- r- -> -«™ *»* * F ' " rf f Tm " q "" ri7i °" " 

Le vecteur pTGloTO est obtenu par donage entre les sites Aa,U .« Ban,** du vecteur, p 
vZTiJL et al 1987, Gene ST, 193-201), dMn fragment PCR comportant le LTW 
« du virus KSV (Rous Sarcoma VWU**»« - 
,5 oeuvre le vecteur P RSV/L (De Wet e. al., 1987, Mol. Ce,.. BtoL , 725-737) a ftre de 
manice et les amorces OTG5892 et OTG5893 (SEQ ID NO: 8 et 9). 

Par ameurs. la partie 5' de la region E3 (nucleotides 27588 a 28607) 
Id a parnr du vecteur pTG,659 e, i .'aide des amorces OTG5920 « °^(SEQ 
20 ID NO 10 et 1 1). Ce dernier est construit en plusieurs etapes. Le fragment MM<« 

Puis on introduit le fragment £MU (KlenowM-H de M » TG16 ^ «^ 
25 - dans pTG1649 dive par.™ (Kleno*), ce qui donne ,e vecteur pTG1651 . E£ 
PTG1659 est genere par Insertion du fragment AM ("""^'I" ° 
puriSe de l'ADN genomique d'AdS dans pTG1651 linearise par ArIL Le fragme* FB 
est integre entre les sites Xial et BamWi et de p poly II, pour donner pTG1671. On 
taerXhe dans le si.e Aatll de ce dernier, un fragment EcoW-Aa,* obtenu de 
30 pTGl670, pour donner pTG1676. 

Le fragment Ec6U de VAd5 correspondar, aux nuclides 27331 a 30049. est isoK a 
pLlrTune preparation d'ADN genomique e, sous-done dans le pBU..scnp,-S£ 
sTlgene) prelblement dive par EeoKL On obuent pTG1669. Celu,c, est mute bt 
35 SI) par introduction d^n site Banta soit en position 27867 (oUgonudeoude 
™u gene OTG6079 ; SEQ ID NO: 12) ou en position 28249 f*™*^ ™**™ \ 
OTG6080 ; SEQ ID NO: .3). On obtien, respective^. pTG!67 «M*0 m» 
isole du vecteur pTG1676. le fragment Ban,m-BsWl comportant le LT*. 3 de RSV 
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suivi de la partie 5 1 de la region E3 et on l'insere entre les sites BamHl (position 27331 
ou 30049) et BtfW (position 28390) des vecteurs obtenus a I'etape precedente pour 
generer pTG1977 et pTG1978. Puis le fragment £coRI obtenu de chacun de ces deux 
vecteurs est integre dans P TG1679, en remplacement du fragment Eco*l sauvage. On 
obtient P TG1679-E3 + . A titre indicatif; le vecteur pTG1679 resulte du clonage du 
fragment BstEH-Kpnl (site rendu franc par traitement a la T4 polymerase) de P TG6590 
(exemple 3.1) entre les sites BsiEH-Bamm (site rendu franc par traitement a la Klenow 
polymerase) de pTG6584 (exemple 3.1). 

On genere une particule d'adenovirus par recombinaison homology dans une lignee de 
complementation pour la fonction El. entre le fragment AatH de P TG1679-E3 + et un 
vecteur adenoviral tel que r Ad d!324 ou Ad-RSV P -gal. Ce dernier contient le gene de la 
JJ-galactosidase a la place de la region El (Stratford-Perricaudet et al., 1992, J. Clm. 
Invest., 90, 626-630). 

TrvPMPT.F. 3 : Q "-™*i™ H'nn v e-— .^nnviral rernmhimnt * recite de clonal 
amelioree par deletion p artible des regions El et E3 
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1. Construction de pTG *>™nAKl 

Le fragment portant la partie du genome de VAd5 comprise entre les nucleotides 27325 
et 27871 est amplifie par PCR a partir d«une preparation d'ADN genomique d Ad5 et a 
raide des amorces OTG6064 et OTG6065 (SEQ ID NO: 14 et 15). OTG6065 comprend 
a son extremite 5' un site BsmU egalement present dans la region E3 (en posiuon 30750). 

Le fragment amplifie est clone dans le site Smal de M13m P 18, pour donner 
M13TG6523. Le fragment Eco*l-Bsm\ est isole de ce dernier pour etre introdmt dans le 
vecteur pTG6590 clive par les memes enzymes. On obtient pTG6590A3, lequel contient 
la partie 3' du genome adenoviral (des nucleotides 27082 a 35935) deletee de la region 
E3 comprise entre les nucleotides 27872 a 30740, alors que pTG6590 est ^ *»» 
partie plus petite de la region E3 (position 28592 a 30470). Le vecteur pTG6 90 est 
obtenu de la facon suivante : on genere par PCR un fragment s'etendant des nucleates 
352">8 a 35935 (comportant 1'ITR 3') a partir d'une preparation genomique dAd5 et a 
1-aide des amorces OTG5481 et OTG5482 (SEQ ID NO: 16 et 17). Celui-ci est, ensuite, 
clone dans le site Smal de M13mpl8 pour donner M13TG6519. D'autre part, le vecteur 
PTG6584 est digere par Xbal puis religue afin d'eluniner le fragment corresponds de la 
region E3. On obtient pTG6589, lequel est clive par 5amHL traite a la Klenow puis 
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digere par BstEIl. On introduit dans le vecteur ainsi traite le fragment EcoRI (Klenow)- 
BstETL purifie de M13TG6519, pour generer pTG6590. 

A titre indicatif; le vecteur pTG6584 est un vecteur pUC19 (Gibco BRL) qui contient les 
5 sequences d'AdS s'etendant du site unique Spel (position 27082) jusqu'au debut de la 
region promotrice de la region E4 (position 35826). H est obtenu par digesuon de 
PTG1659 (exemple 2.3) par Sail et traite a I'ADN polymerase Klenow ptus 

religation. 

10 2 . ^^n. Jun ve r— ^^ml deletr rtr In rMon Ft et de la partie de 
F.l n'emrjmrmt pas la prntrine $p 19kDa 

La partie de la region E3 de 1'AdS codant pour la gpl9kDa (nucleotides 28731 a 29217) 
est obtenue par PCR a partir dWe preparation d'ADN genomique d'AdS et en mettant en 

15 oeuvre les amorces OTG5455 et OTG5456 (SEQ ID NO: 18 et 19). Le fragment genere 
estintroduit dans le site Smal de M13mpl8 pour donner M13TG6520. On ,so« , le 
fragment Ec6*l-Xbal de ce dernier, que 1'on clone dans le site AatU de P TG1670 
(exemple 2.3), les sites ayant ete rendus francs par traitement a l'ADN polymerase 
Klenow. Puis, le fragment Xbal purifie du vecteur de 1'etape precedente est msere dans le 

20 site Xbal du vecteur pTG6590AE3 (exemple 3.1.). 

3 HhtPntinn d " pnrHcules ndinovirales. 

Les particules virales recombinantes sont obtenues par ligation des fragments Spel isoles 
,5 de l'ADN genomique d'AdTG6303 ou AdTG6581 et de 1'un ou 1'autre des vecteurs oes 
exemples 3.1 et 3.2. Puis, le melange de ligation est transfecte dans une hgnee de 
complementation pour la fonction El. 

F vt:x/pt V A • r.ons t",rt;r,n ri'un ad^rwinis delete des regions El et E4. , 

On amplifie les parties du genome adenoviral s'etendant des nucleotides 3 1803 a 32799 
et 35827 a 35935 a partir d^ne preparation d'ADN genomique d'Ad5 i « : 6es amorces 
OTG5728 et OTG5729 (SEQ ID NO: 20 et 21) et OTG5730 et OTG5481 (SEQ ID 
NO- 22 et 16) respectivement. Apres une dizaine de cycles d'amplification, la reason est 
35 poursuivie a partir d"une aliquote des deux melanges reactionnels en mettant en oeuvre 
les oligonucleotides OTG5728 et OTG5781. Le fragment amplifie setend des 
nucleotides 31803 a 35935 avec une deletion de 1'integraUte de la region E4 (posmons 
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32800 a 35826). Apres digestion par £coRI et Hindtn, il est clone entre les memes sites 
deM13mpl8 pour donner M13TG6521. 

M13TG6521 est digere par EcoKI, traite a I'ADN polymerase klenow puis dive par 
5 Ss/XL Le fragment de 0,46 kb comportant 1'ITR 3' est insere entre le site SamHI rendu 
franc par traitement a l'ADN polymerase klenow et le site BstXl de pTG6 5 84 (exemple 
3.1). On obtient pTG6587, qui est digere par Xbal puis religue sur lui-meme, pour 
donner pTG6588 (deletion de E3). 

,0 On imroduit dans .e si«e Pacl de pTG6588 un talent d'ADN synth^u. p— t de 
,a reassociation des oligonucleotides OTGS060, OTG5061, OTGS062 et OTG6063 
(SEQ ID NO: 23 a 26). n resulte pTGSSOO dans lequel les signaux de term.na.son de la 
transcription des genes tardus L5 sont ameliores. 

15 On genere one particule adenoviral (Ad4E4) dont le genome est delete de rintegralite 
de la region Z (nucleotides 32S00 a 35826) e. du fragment Xbal e la region E 
(nucleotides 28592 a 30470), par ligation des fragments Spel tso.es de pTGS 00 , ou 
pTG6588 et de PAd5. Le melange de ligation est transfecte dans une hgnee cellutae de 
IpUmentauon pour .a fonction E4, par exemple la Hgnee W.62 (Weutberg et Keu,e, 

_ — i A . o • ttca BO 5383-5386). On obtient un adenovirus deiecttf 
20 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. UbA, eu, sjoj - ,jbu '- , 

pour les fonctions El e, E4 (ABl. AE4) par transection dans une Ugnee de 
complementation pour El et E4 (par exemple la Bgnee de 1'exemple 8) du melange de 
£. entre le gLme de 1'Ad d!324 et le piasmide pTG8500 ou P TG6588 Uneanse par 

Spet 

25 D'autre pan, on peut egalement proceder de la maniere suivante. On done le fragment 
S^-sl isole de P TG1659 (exemple 2.3) dans le vecteur pTG6588 «£ par ce 
memes enzymes, pour obtenir pTG6591 . Ce dernier comporte les sequences de Ad5 des 
:™Z^<£ * 35935 mais. comme pr*edemment deletees de 
30 region E4 et du fragment Xbal de la region E3. On introdu-t dans le vecteur pTO6»l 
digere par Pacl, le fragment d'ADN synthetique decrit ci-dessus et on genere pTG6597. 
La particuies adenovirus peuven, etre obtenues par recombin aison ^» »™ 
l'ADN genomique de 1'Ad d!324 dive par Spel et les plasnudes PTG659! ou P TGo597 
clive par BamYU.. 

PVF.MPLF ^ • ronstn "tinn d'un vims "minimum" 
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Un vecteur adenoviral dit "minimum"" est constitue par clonage dans un plasmide des 
elements suivants : 

I'XTR 5' de l'Ad5 (des nucleotides 1 a 103) ; 
5 - la region d'encapsidation de 1'AdS (des nucleotides 104 a 458); 
une sequence nucleotidique exogene comprenant : 



10 



15 



20 



* un premier gene d'interet therapeutique place de preference sous le controle 
de son propre promoteur afin d'obtenir une regulation de 1'expression la plus 
proche possible de la regulation naturelle, 

* un deuxieme gene d'interet constitue du gene TK-HSV-1, et 

* de maniere facultative, des sequences nucleotidiques quelconques ajoutees 
pour des raisons d'efficacite de replication ou d'encapsidation de maniere a ce 
que la taille total* du genome a encapsider soit comprise entre 30 et 36kb ; 

* les sequences codant pour la proteine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae 
(Laughon et Gesteland, 1984, Mol. CeU. Biol, 4, 260-267) placees sous le 
controle d'un promoteur fonctionnel dans une cellule eucaryote supeneure ; 



et 



25 - r 



TTR 3' de l'Ad5 (des nucleotides 35833 a 35935). 



^assemblage de ces different* elements est realise selon les techniques standards de 
biologie moleculaire. Intention de virions infectieux comprenant un tel vecteur se fa* 
comme decrit precedemment dans une lignee de complements de 1 exemple 7. 




CYPMPT P. 6 • Constitution 
en trans 1 « fonction El . 

L r^u.«nr, June c~»~>- * ^nlementntinn comprenant la riyion El des 
35 mrlentides 10 n * * 7Q7 (pTT,6533) 



Celle-ci comporte : 
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0 1 

une cassette d'expression du gene pac, lequel est place sous le controle du 
promoteur precoce du vims SV40 (nucleotides 5171 a 5243) et comprend en 3' le 
signal de terminaison de la transcription de SV40 (nucleotides 2543 a 2618). Le 
gene pac utilise correspond a un fragment allant du nucleotide 252 au nucleotide 
5 905 de la sequence divulguee par Lacalie et al. (1989, Gene, 79, 375-380) et 

comportant 4 mutations par rapport a la sequence publiee (C en position 305 
remplace par A ; C en position 367 remplace par T ; insertion d«un G en position 
804 ; deletion dHin G en position 820), 

10 - un fragment du genome de TAdS allant des nucleotides 100 a 5297. Ce fragment 
comprend les regions E1A et E1B munies de leur propre promoteur et de leur 
signal de terminaison de la transcription ainsi quWe fraction de la region E2, 
recouvrant ainsi les sequences codant pour la proteine DC - A titre indicatif, il 
semble que la lignee 293 ne soit pas capables de produire une proteine IX 

15 fonctionnelle. 

La construction est realisee en plusieurs etapes detaiUees ci-apres. Le vecteur p polyHI- 
I* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-201) est soumis a une digestion par les enzymes 
Accl et £coRI. On clone dans le vecteur ainsi traite le fragment EcoKL-Clal isole du 
20 plasmide pTG6 164. On obtient le vecteur pTG6528. 

Le plasmide pTG6164 est issu de pLXSN (Miller D, 1989, BioAechniques, 7, 980) et 

comprend le gene pac place sous le controle du promoteur precoce du virus SV40. 

Brievement, le fragment HindTH-Kpnl de pLXSN est introduit dans M13TG131 pour 
25 produire M13TG4194. On insere dans ce dernier, digere par Nhel et Kpril, le fragment 

Nhel-Kpnl de pMPSV H2 K IL2R (Takeda et al., 1988, Growth Factors, /, 59-66) pour 
produire M13TG4196. Celui-ci est digere par HindUl-Kpnl et on clone le fragment issu 
d'une digestion HindW. et d'une digestion partielle Kpnl et purine de pLXSN. On obtient 
pTG5192. Ce dernier est digere par HindOL et partieUement par Nhel et on introduit le 
30 fragment Hindm-Nhel de pBabe Puro (Land et al., 1990, Nucleic Acids Res., J8, 3587), 
dormant lieu a pTG6164. 

Le vecteur pTG6528 est digere par Pstl et on introduit au niveau de ce site le fragment 
Pstl isole de pTG6185 (exemple 2.1) comportant le signal de terminaison de la 
35 transcription de SV40. On obtient pTG6529. Ce dernier est soumis a une digestion 
EcoHl-Hpal et ligue a deux fragments, d'une part un fragment BspEL-Bcgl (positions 
826 a 5297) purifie de l'ADN genomique d'AdS et d'autre part un fragment genere par 
PCR aux extremites EcoKL et BspEU pour dormer pTG6531. Le fragment PCR est 
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genere par amplification genique a partir de I'ADN genomique d'Ad5 et des amorces 
OTG4564 et OTG4565 (reporte dans les SEQ ID NO. 27 et 28). Le fragment amplifie 
est digere par les enzymes £coRI et BspEl et mis en ligation comme mdtque dans le 
paragraphe precedent. 

Le vecteur pTG6531 comprend les 2 unites de transcription (celle de la region El et 
celle du gene pac) dans la meme orientation. Pour eviter des interferences au niveau de la 
transcription, on les place dans une orientation tete beche (reverse 1'une par rapport a 
1-autre) en traitant le pTG6531 par BamBl et en religant. Le vecteur P TG6533 
10 correspond a un clone presentant l'orientation reverse des deux unites. 

Le vecteur pTG6533 est transfecte dans une lignee ceUulaire mammifere, par exemple la 
lignee Vero (ATCC, CCL81) ou A549 (ATCC, CCL185) par la technique au phosphate 
dTcddum. Les ceUules transferees sont cultivees selon les recommandattons du 

15 foumisseur et sont placees 24 heures apres la transfection en milieu selectif contenant de 
la puromycine (concentration 6 ug/ml). On selections les clones resistants sur lesquels 
on evalue 1'expression des genes de la region El afin de determiner le clone le plus 
producteur, qui pourra etre utilise a titre de lignee de complementation pour la 
preparation d'un adenovirus defectif pour la fonction El, tel que celu. d^dl. dans 

20 rexemple 2. 

On analyse 1'expression des sequences codant pour les proteines precoces de la region El 
par Northern blot en utilisant des sondes appropriees marquees a l^sotope P. La 
production des proteines codees par la region El A est detectee par immunopreapuat.on 
25 apres marquage des cellules a 1'isotope 35 S et a 1'aide d'un anticorps commercal 
(Oncogene Science Inc., reference DPI 1). 

On peut egalement verifier la capacite des produits d'expression de la region E1A a 
activer le promoteur de la region ElB (par analyse des ARNm E1B par Northern blot) 
30 ou a activer le promoteur de la region E2 (par dosage de Tactivite enzymauque apres 
transfection transitoire d'un plasmide "reporteur'" comprenant le gene CAT 
(Chloramphenicol Acetyl Transferase) place sous le controle.du promoteur E2). 

Enfin, on peut infecter ces cellules par I'Ad-RSV-Pgal (Stratford-Perricaudet et al.. 1992, 
supra) et titrer le virus par la technique agar des qu'on observe un effet cytopathuque. En 
general, on procede de la fa ? on suivante : les ceUules sont infectees a une mo, 
(multiplicite infection) de 10. Environ 48 heures apres Hnfection, 1'effet cytopatmque 
etant visible, on lyse les ceUules et on dose 1'actrvite P-galactosidase selon le protocole 
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conventional (voir par exemple Maniatis et al., 1989, supra). Les clones positifs sont 
reinfected a une mot plus faible. 48 heures apres l'infection, on recolte le surnageant et les 
ceUules selon les techniques classiques. On determine le titre viral par la methode sous 
agar en utilisant des cellules 293. Le rapport du titre obtenu sur le titre de depart 
5 constitue le facteur d'amplification. 

2 rnnrtmction d'une liynee d e mmplementatinn comyrenant la region El des 
m .,»nti^ M5 a W fr>TG6>>57 fl TTwtTM nTG6559 pTG6564 et pTG6565) 

10 Les vecteurs pTG6557, pTG6558 et pTG6559 comprennent : 

(i) une cassette d'expression du gene pac (nucleotides 252 a 905 comme 
precedemment) sous le controle : 

15 . du promoteur E2A de l'Ad2 (nucleotides 27341 a 27030) (dans 

pTG6558), 

-■ - - - du promoteur E2A de l'Ad2 delete des sequences comprises entre les 

nucleotides 27163 a 27182 (pour pTG6557). Une telle mutation permet 
20 de diminuer le niveau de base du promoteur E2A, sans afFecter 

l'inductibilite par la proteine trans-activatrice codee par El A, ou 

du promoteur precoce SV40 pour pTG6559. 

25 Dans les trois cas, elle comporte egalement en 3' le signal de terminaison de la 
transcription du virus SV40 (nucleotides 2543 a 2618) ; et 

(ii) une cassette d'expression comportant la partie de la region El de 1'AdS allant des 
nucleotides 505 a 4034. Cette portion du genome adenoviral contient l'integrahte 

30 des sequences codant pour les proteines precoces de la region E1A, le signal de 

terminaison de la transcription de l'unite El A, le promoteur E1B (inductible par la 
proteine trans-activatrice codee par El A) et l'integralite des sequences codantes de 
la region E1B. Elle inclut egalement les sequences codant pour la proteine IX qui 
chevauchent la region E1B. Cependant, elle est depourvue du promoteur de la 

35 region E1A et du signal de terminaison de la transcription des unites 

transcriptionnelles E1B et DC Afin de permettre l'expression des sequences de la 
region El, on introduit en 5' du fragment adenoviral, le promoteur du gene munn 
PGK et en 3' le signal de terminaison de la transcription du gene B-globine de lapin 
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(nucleotides 1542 a 2064 de la sequence divulguee dans la banque de donnee 
Genebank sous la reference K03256). 

De maniere facultative, on peut egalement introduire des sequences nucleotidiques 
S quelconques, par exemple isolees de pBR322 (Bolivar « aL. 1977. Gine. 2 95-1 13). 
Ire les cassettes d'expression du gene pac et de la region El ; afin d'evtter d eventuelles 

interferences transcriptionnelles. 

La construction de ces vecteurs s'effectue en plusieurs etapes reportees ci-dessous. 

10 En premier lieu, on amplifie par PGR, la partie du genome de r AdS allant du nucleotide 
505 au nucleotide 826 a partir d'une preparation genomique et des amorces > OTG5013 
qui comprend en 5' un site Pstl utile pour les etapes de clonage uiterieures (SEQ ID NO: 
29) et OTG4565 chevauchant le site BspEl (SEQ ID NO: 28). Le fragment genere par 

15 PGR, est traite a I'ADN polymerase Klenow puis introduit dans le s.te Smal de 
M13mpl8 dormant lieu a M13TG6512. La sequence du fragment PCR est venfiee. 

Le vecteur pTG6533 (exemple 6.1) est digere par les enzymes £coRI et BspEl. On ligue 
le veaeur Isi traite avec, d'une part, le fragment M**! isole de M13TG6512 et, 
20 d'autre part, le fragment EcoKI-Pstl isole de pKJ-l. Ce dernier comprend la portion du 
promoteur du gene murin PGK, situee entre les nucleotides -524 et -19, dont la sequence 
est reportee dans Adra et al. (1987, Gene, 60, 65-74),. Cette etape donne heu au 
PTG6552 et permet d'inserer le promoteur du gene murin PGK en amont de la region El 
de TAd5 debutant au nucleotide 505. 

Par ailleurs, le fragment Xhol-Bamm, dont I'extremite generee par Xhol est rendue 
franche suite au traitement par l'ADN polymerase Klenow, est purine de pBCMG Neo 
(Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med., 169, 13-25). Ce fragment, qui comprend le 
signal de terminaison de la transcription du gene B-globine de lapin, est introduit entre les 

30 sites Smal et BmtiSL du vecteur p polyII-Sfi/Not-14* (Lathe et al., 1987, Gene, 57 193- 
201) Le vecteur pTG655l qui resulte, est quant a lui digere par les 
EcoRV afin d'y inserer un fragment du genome de I'AdS allant du nucleot.de 3665 au 
nucleotide 4034. Ce fragment est genere par PCR selon le protocole standard. On uuhse 
une preparation d'ADN genomique d'Ad5 a titre de matrice et les amorces qm 

35 recouvre le site interne Sphl en position 3665 (SEQ ID NO: 30) et OTG 5014 
comprenant en 5' un site BglU. (SEQ ID NO: 3 1). 
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Le fragment PCR est traite par I'ADN polymerase Klenow avant d'etre clone dans le site 
Smal de M13mpl8, generant M13TG6516. Apres verification de sa sequence, le 
fragment PCR est resort: par digestion par BgUL, traitement a l'ADN polymerase Klenow 
et digestion par Sphl. II est insere entre les sites SpKL et EcoKV de pTG6551. U en 
5 resuite pTG6554. 

D'autre part, le vecteur pTG6529 (exemple 6.1) est soumis a une digestion par les 
enzymes Hpal et HindHL On purifie le fragment de 2,9 kb comportant le gene pac sum 
du signal de terminaison de la transcription du virus SV40. Celui-ci est ligue au fragment 
10 Smal-HiruKL isole de P E2 Lac (Boeuf et al., 1990, Oncogene, 5, 691-699) qui porte le 
promoteur E2A de 1' Ad2. On obtient le vecteur P TG6556. De maniere alternative, ,1 peut 
etre ligue au fragment SmaL-HindBL isole de pE2 Lac D9170 (Zajchowski et al., 1985, 
EMBO J., 4, 1293-1300) qui porte le promoteur E2A mute de l'Ad2. On obtient, dans ce 
cas, pTG6550. 

PTG6556 est digere par les enzymes £coRI et BanSSL On insere entre ces sites le 
fragment EcoKL-SacU isole de P TG6552 et le fragment SacU-Bamm isole de pTG6554 
On obtient le vecteur pTG6558. La meme etape realisee sur pTG6550 et P TG16 4j 
(exemple 7.1) genere P TG6557 et pTG6559 respectivement. 

PTG6557 et P TG6558 sont digeres par EcoKV, site unique situe entre les deux cassettes 
depression (gene pac et region El). On clone dans ce site, un fragment EcoRV-PvuIL 
de l,88kb isole de pBR322 (Bolivar et al., supra), afin d'eloigner les deux promoteurs. 
On genere respectivement pTG6564 et pTG6565. 
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Les vecteurs pTG6557, pTG6558, P TG6559, P TG6564 et pTG6565 sont transfectes 
dans la lignee cellulaire A549. Comme precedemment, on selections les clones res.stant 
a la puromycine et on verifie 1'expression de la region El. Les clones expnmant El sont 
destines a amplifier et propager des adenovirus defectifs pour la fonction El. La 
30 production des produits d'expression de El s'accompagne d'un efFet cytotoxxque ma:s 
^analyse par Southern ne permet pas de mettre en evidence des rearrangements de 
vecteurs. Apres infeaion par l'Ad-RSV - Pgal, plusieurs clones sont capables d amplifier 
le virus d'un facteur superieur a 100. 
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Ces vecteurs comprennent comrae precedemment la partie de la region El de I'AdS aUant 
du nucleotide 505 a 4034. Cependant I'expression des sequences de la region E1A est 
placee sous le controle d'un promoteur inductible constituee d'une part du promoteur 
minimal MLP d'Ad2 (TATA box et signal d'initiation de la transcription ; nucleotides -34 
a +33) et d'autre part d'une sequence d'activation du gene Gal 10 activable par la 
proteine Gal4. La sequence consensus d'activation de 17 nucleotides (17MX), qui 
correspond au site de fixation de Gal4 est specifiee dans Webster et al. (1988, Cell, 52. 
169). Le signal de terminaison de la transcription du gene de la (5-globine de lapm est 
place en 3' de I'unite transcriptionnelle ElB. 

On synthetise un premier fragment d'ADN comprenant un diniere de la sequence 17MX 
(SEQ ID NO- 32 et 33) suivi du promoteur minimal MLP d'Ad2 et mum en son 
extremite 5' d'un site Sail et en son extremite 3' d'un site BamHl. Le site Sail est rendu 
franc par traitement a l'ADN polymerase klenow. Par ailleurs, on synthetise un second 
15 fragment d'ADN comprenant un pentamere de la sequence suivi.du meme promoteur et 
muni en 5' et 3' des sites Xbal et BamHl. Apres digestion par Xbal, Vextremite est rendue 
franche par traitement a la Klenow polymerase. 

Chacun de ces fragment est introduit dans le site BglU. de p poly H pour generer 
20 respectivement pTG1656 et pTG1657. Puis on introduit dans chacun des vecteurs 
prealablement digeres par Pstl-BamHl les deux fragments suivants : le fragment Pstl- 
Xbal .sole de pTG6552 (Exemple 6.2) et le fragment Xbal-BamHl isole de pTG6559 
(exemple 6.2). On obtient pTG1660 et pTG1661 respectivement (Figure 5). 

25 Les cellules A549 sont co-transfectees avec pTG1643 (vecteur d'expression du gene pac) 
et soit pTG1660 soit pTG1661. Les clones sont selectionnes pour leur resistance a la 
puromycine et etudies comme indique precedemment. Environ 50% des clones A549- 
1660 et A549-1661 produisent des produits d'expression de la region El. Cependant, la 
production s'accompagne d'un effet cytotoxique, modifiant l'aspect morphologique des 

30 cellules. 

L'integration et le non rearrangement des plasmides dans le genome cellulaire est verifie 
par Southern. Aucune modification substantielle des plasmides integres (pTG1643, 
pTG1660 et pTG1661) ne peut etre mise en evidence dans les clones producteurs 
35 analyses. On peut egalement verifier Vinductibilite de I'expression des sequences codees 
par la region El A en presence de Gal4 (par transformation par un plasmide permettant 
I'expression constitutive de la proteine Gal4). 



WO 94/28152 



3 7 PCT/FR94/00624 



Apres infection de plusieurs clones producteurs par VAd-RSV-Bgal a une moi d'environ 
2, deux clones A549-1660 sent capables d'amplifier le stock viral d'un facteur supeneur a 



100. 



5 xrrauPTF 7 • Co-:— .s,n. de complementation ponr .'ensemble des 

fnn ^;^» g -con^lles a la replication d'nn adenovirus. 

On constat un vecteur comprenant 1'ensemble du genome adenoviral de I'AdS a 
l'exception de 1TTR 5', 1TTR 3* et la region d'encapsidaaon. 

10 Le vecteur pTG6528 (exemple 6.1) est digere par les enzymes M et BglU. entre 
lesouels on insere un fragment d'ADN synthetase chimiquement selon le protocole 
Si —e des oligonucleotides des OTG5039 et OTG5040 (SEQ ID NO. 34 et 
35) La sequence des oligonucleotides est concue de maniere a ne pas recorder le sue 
15 de clonage Pstl et introduce un site EcoKV. On obtient pTG1639, lequel est neanse 
par digestion par EcoKW et ligue a un fragment Xbal-Bamm dont les ex— sont 
rendues franches par traitement a l'ADN polymerase Klenow. Ce fragment est porteur du 
signal de terminaison de la transcription du virus SV40. Tout plasnude comportant un 
signal entoure des sites de restriction adequates peut etre utilise a cette etape. 

20 

Le vecteur PTG1640 amsi g.nere, est digere par Bamm e, B g m et le fragment porteur 
de .a cassette depression du gene pac es, introdui. dans le she BgHl du vecteur pPolyn- 
SMW.W. On obtient le pTGlMl. Celui-ci est linearise par Wort et .rate a 1ADN 
polymerase Klenow. On introdui, k fragment BanM-Sall de 0,276 kb .sole de P BR322 
25 bolivar et al., supra) egalement traite a l'ADN polymerase Klenow. Cec. donne ueu a 
pTG1643. 

Le pTG1643 est linearise par Xhol et on insere dans ce site un fragment ^ f 
comportant un dimere 17MX suivi du promoteur minimum du gene ^ HS ^ 
30 (nuc eotides 303 a 450 de la sequence divulguee dans la banque de donnee Gene an* 
sous la reference V00467 et completee en 3' d'un site Xhol). On obuent le TG1647 
dans lequel le promoteur hybride 2xl7MX-TK-HSV-l est insere dans la meme 
orientation que la cassette d'expression du gene pac. 

Tri (-ah ,» rt de vecteur de base pour introduce entre les sites Pstl 
Cette construction, pTG1647, sen ae vecieui us r 

etXffl un fragment du genome de fAdS aUant du nucleotide 505 au nucleoude 
35826. Dans un premier temps, le pTGl647 est digere par M et fiamHI pu,s Ugue 
d'une part, au fragment M-CM de pTG65S2 (exemple 6.2) comportant la pame 
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genome de I'AdS des nucleotides 505 a 918 et, d'autre part, au fragment Ckd-Bamta 
(positions 918 a 21562) prepare a partir de l'ADN genomique de I'AdS. Le vecteur ams, 
obtenu, comporte la partie 5« de I'AdS a 1'exception de ITTR5' et de la region 
d'encap sidation. 

5 Par ailleurs, la partie 3' du genome de I'AdS est assemblee dans le vecteur ppolyH- 
Sfi/Not-14* Ce dernier est linearise par itemffl et on introduit le fragment SamHI^vrll 
(nucleotides 21562 a 28752) du genome de I'AdS et un fragment PCR correspondant aux 
nucleotides 35463 a 35826 de l'Ad5. Ce dernier est genere a partir de l'ADN genomique 
de I'AdS et des amorces OTG5024 (SEQ ID NO: 36) et OTG5025 (SEQ ID NO: 37) et 
comporte en 5« un site BarnUL Le vecteur obtenu est digere par AvrU et on msere le 
fragment AvrTL isole de l'ADN genomique de I'AdS et s'etendant des posmons 28753 a 
35462. 
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Le fragment BamW. comportant les sequences adenovirals est introduit dans le site 
Bamm du vecteur de l'etape precedente comportant la partie 5' du genome adenovtral 
depourvu de 1'ITR 5' et la region d'encapsidation. 

Une lignee de complementation capable de complementer l'ensemble des fonctions d'un 
adenovirus defectif est generee par transfection dans une lignee cellulaire, comme A549, 
selon le protocole decrit dans les exemples precedents. 

On peut egalement proceder en construisant quatre vecteurs comportant la quasi totalite 
du genome adenoviral qui sera reassemble sur un seul vecteur lors de l'etape finale. 

pTG1665 correspond au clonage du fragment BspEl (nucleotides 826 a 7269) 
isole dMne preparation d'ADN genomique d'AdS, dans le site Xmal de p poty II- 



Sfi/Not-14 



30 



pTG1664 est genere par l'insertion du fragment Notl (nucleotides 6503 a 1504) 
isole d'une preparation d'ADN genomique d'AdS, dans le site Notl du meme 



vecteur. 



35 



pTG1662 est obtenu par introduction du fragment AatTL (nucleotides 10754 a 
23970) isole d'une preparation d'ADN genomique d'Ad5 dans le site Aatll de p 
polyll. 

pTG1659 comportant la partie 3' du genome d'Ad5 (exemple 2.3). 
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Puis on introduit un fragment comportant un systeme d'expression inductible comme le 
promoteur decrit a l'exemple 6.3 ou 7 inductible par Gal4 ou un promoteur de l'art 
anterieur comme le promoteur metaUothioneine ou tetracycline. Un tel fragment est place 
en amont des sequences 5' de 1'AdS (nucleotides 505 a 918) dans le vecteur pTG1665 
digere par AatU et CM. Enfin, on clone successivement dans le vecteur precedent et aux 
sites correspondants les fragments Notl de P TG1664, AaXL de pTG1662 et enfin ffcmffl 
de pTG1659. 

Une lignee de complementation est generee par co-transfection du vecteur precedent et 
de pTG1643 et on isole les clones resistant* a la puromycine. Cette lignee est plus 
particulierement destinee a amplifier et encapsider les vecteurs adenoviral de l'exemple 
5 defectifs pour les fonctions El, E2 et E4 et les fonctions tardives. 
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Le vecteur P TG1647 (exemple 7) est digere par les enzymes Pstl-Bamm et on introduit 
dans le vecteur ainsi traite 3 fragments : 

20 

le fragment Pstl-Xbal de pTG6552 (exemple 6.2) portant les sequences 
d'Ad5 du nucleotide 505 au nucleotide 1339, 

le fragment Xbal-Sphl de pTG6552 portant les sequences d'Ad5 du 
25 nucleotide 1340 au nucleotide 3665, et 

le fragment Sphl-Bamm de pTG6554 (exemple 6.2) portant les 
sequences d'Ad5 du nucleotide 3665 a 4034 et un signal de terminaison 
de la transcription. 

Le vecteur ainsi obtenu est coupe par BamSL et on introduit dans ce site trois fragments 
qui sont les suivants : 

un fragment digere par BarnHL-A/IR genere par PCR correspondant a la 
sequence de 1'AdS situe entre les positions 32800 a 33104. On utilise 
l'ADN genomique d'Ad5 comme matrice et les amorces OTG5078 (SEQ 
ID NO: 38) et OTG5079 (SEQ ID NO: 39), 
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le fragment Ajm-AvrU isole de l'ADN genomique d'AdS (nucleotides 
33105 a 35463), 

le fragment Avrll-Bamm genere par PCR a l'aide des amorces OTG5024 
et OTG5025 (voir exemple 7). 

Le vecteur ainsi genere est introduit dans une Ugnee ceUulaire selon le protocole decrit 
precedemment, pour consumer une Ugnee de complementation pour les fonctions El et 
E4. 

Par aiUeurs, une telle Ugnee peut egalement etre obtenue selon le protocole suivant : 

La region E4 du genome de I'AdS (nucleotides 32800 a 35826) est reconstitute en 
plusieurs etapes. La partie aUant des nucleotides 33 1 16 a 32800 
5 a partir de l'ADN genomique d'AdS avec le couple d'amorces OTG5078 et OTG5079 
(SEQ ID NO: 38 et 39), puis inseree dans le site EcoKV de M13TG130, pour generer 
M13TG1645. 

Le fragment Bamm-Ajm de ce dernier est engage dans une reaction de ^ 
» fragment AJIU.-A.vtH. d"Ad5 (nucleotides 33104 a 35463) et le vecteur P TG7457 dtgere 
par Bcmim et Avrll. On obtient pTG1650. 

Puis on complete la region E4 par obtention du fragment correspondant aux nucleotides 
35826 a 35457 par PCR a partir d«une preparation d'ADN genomique dAdS et des 
25 amorces OTG5024 et OTG5025 (SEQ ID NO: 36 et 37). Celui-ci est insere dans le sue 
Smal de M13m P 18 pour donner M13TG1646. Le fragment Avrll-EcoK est : urfe de ce 
dernier et clone entre les sites Avrll et £coRI de P TG1650. On obtient P TG1652. 

Le fragment BamHl comportant la region E4 d'AdS est isole de P TG1652 et clonedans 
30 le site Aoaffl de P TG1643, de P TG6559 (exemple 6.2) ou dans le sue ,3*1 de pTG6S64 
(exemple 6.2) apres avoir rendu les sites francs, pour generer P TG1653, pTG1654 et 
P TG1655 (Figure 6) respectivement. 

On genere par des techniques conventionnelles une cellule de complementation capable 
3 5 de complementer en trans les fonctions El et E4, par : 

(1) transformation de pTG1653 dans la Ugnee ceUulaire 293, ou 

(2) transformation de P TG1654 ou pTG1655 dans la Ugnee ceUulaire A549. 
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D'une maniere generate, l'expression des produits des regions El et E4 s'accompagne 
d-un effet cytotoxique. Un certain nombre de clones 293-1653 est capable de 
complementer a la fois des adenovirus deletes de El et des adenovirus deletes de E4. 

5 Une autre alternative consiste a proceder de la maniere suivante. 

Le vecteur M13TG1646 est soumis a une mutagenese dirigee avec I'oligonucleotide 
mutagene OTG5991 (SEQ ID NO: 40) dans le but de deleter le promoteur de la region 
E4 et d'inserer un site HpdL Le vecteur mute est designe M13TG6522. H est digere par 

10 Pstl, traite a l'ADN polymerase du phage T4 puis par AvrU et mis en ligation avec un 
fragment EcdRI (Klenow)-,4vrII purifie de pTG1652 (exemple 8), pour donner 
pTG6595. Ce dernier est ciive par Hpal et on introduit le fragment de 0,8 kb obtenu de 
pTG5913 (Figure 7) apres digestion BglH. et BamHl et traitement a la Klenow. On 
genere pTG6596 dans lequel la region E4 (positions 32800 a 35826) est placee sous le 

15 controle du promoteur TKL A litre indicatif, pTG5913 porte le gene TTC-HSV-l et le 
fragment BgHl-Bamm correspond au promoteur de ce gene (Wagner et al., 1981, Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 78, 1441 - 1445). 

Parallelement, les vecteurs pTG1643 et pTG6559 (exemple 6) sont linearises par BamHl 
20 et on insere un fragment synthetique issu de la reassociation des oligonucleotides 
OTG6141 et OTG6142 (SEQ ID NO: 41 et 42), pour obtenir respectivement pTG8508 
et pTG8507. Ces derniers sont clives par BamW. avant d'introduire le fragment BaniHl 
purifie de pTG6596 comportant la cassette d'expression de E4. On genere les vecteurs 
pTG8512 (Figure 8) et pTG8513 (Figure 9). 

D'autre part, l'introduction du fragment BamHl de pTG1652 dans le vecteur pTG8508 
ou pTG8507 Unearise par la meme enzyme aboutit a pTG8514 et pTG8515 
respectivement (Figures 10 et 1 1). 



25 



30 



Les lignees cellulaires transfectees par pTG8512 ou pTG8515 permenront de 
complementer un adenovirus defectif pour la fonction E4, alors que celles resultant de la 
transfection de pTG8513 ou pTG8514 sont destinees a amplifier et propager des 
adenovirus defectifs pour les fonctions El et E4. De meme, la transfection de pTG8512 
ou pTG8S15 dans les cellules 293 permettront de complementer des adenovirus defectifs 
35 pour El etE4. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TRANSGENE 

(B) RUE: 11, rue de Molsheim 

(C) VTLLE: STRASBOURG 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88.27.91-00 

(H) TELECOPIE: (33) 88.22.58.07 

(ii) TITRE DE L' INVENTION : Nouveaux adenovirus defectifs et lignees de 

complementation correspondantes 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 42 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
/ a \ ordinaTEUR: IBM PC compatible 
C) ^StSS D' EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 
IS! LOGICAL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) 0 "? X S5iANXSMEs Oligonucleotide de synthase (OTG4174) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

30 

GTGACGTCTT TGGTGTTTTC GCGGGAAAAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

<Vi) ^OR^NISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4173) 
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<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACCGAGTAAG ATTTGTCTAG GGCCGCGGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) °"?™S^I3ME: Oligonucleotide de synthese (OTG4191) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GGCCATGGTC GCGGGAAAGG GACTTTGACC GTT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

<Vl) ^w'Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5021) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GAACGGATCC CCAGACTCTG TTTGGATTTG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: OUI 
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<Vi> ^ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS157) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCAGAAATAT CTTCGCCCAG GCCGCCGCCC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUESDE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(Vi> ^ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG5564, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GATCCGATAT CCCGTTAACC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi> ^ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5S65) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GATCGGTTAA CGGGATATCG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de oases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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47 



(iii) ANTI-SENS: NON 
( vi) °»«^ A||1SMES oligonucleotide de synthese (OTG5892) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 47 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 pairea de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

" (Vl) ^aT^^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5893) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ^Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5920) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ACGGTAGGAT CCGACGTCGG TGAGCTCCTC gcttggtctc CGTCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ^'Sr^ANISME: Oligonucleocide de synthese (OTG5891) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
CAACCCCGAT TCTAGAGAAA CCTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(Vi) ^OR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6079) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GCGCAGTTGC TCTGCGGATC CACTTAACAT TCAGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi> ^SSmMISHE: Oligonucleotide de synthese (OTG6080) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
T AAAAGTAC C AGGTAAGGAT CCCCTTGGTT TGCTTGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (^enomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) °^ I ^^ ANISME: oiigonuc leotide de synthese (OTG6064) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAACCGAAT TCTCTTGGAA C 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi> 0 "? X SEiANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6065) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
ACGAAT GCAG CTCTCCACTT AACATTCAGT CG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ^SrGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5481) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGTGAATTC ATCATCAATA atatacc 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: Unfair e 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(V±) ^SrGANISME: Oligonucleotide de synchese (OTGS482) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
AAACTGGTCA CCGTGATTAA AAAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(V±) °S? X SUaMISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5455) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
*ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE 3RINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi V°(i?™R^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS456, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : linealre 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(ill) HYPOTHETIQUE: NON 
(ill) ANTI-SENS: NON 

<Vi) ^^OR^ISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5728) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
TGTAGCAGGA GGACTAAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linealre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

<V±) °"fS54AMISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5729) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
CCGCATTAAT TAACCGCGAC AAACGATTCT TTATTCTTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID. NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires ae bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaxre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vil ^ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (5730, 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
CGCGGTTAAT TAATGCGGTA AAACCTACGT CACCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE 3RINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(V±) ^Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6060) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
AATAAAAGAT CATTATTTTC ATTAGAACTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi> °(I? X Sr4aNISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6061) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
TGTGTTGGTT TTTTGTGTGT TAAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

<Vi) ^OR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6062) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TAACACACAA AAAACCAACA CACAGTTCTA 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 26: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
<D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
{iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ^Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6063) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
ATGAAAATAA TGATCTTTTA TTAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ^S^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4S64) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27: 
TCCGTGAATT CTAGTAGTGT GGCGGAAGTG TG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ^OR^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4565) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 
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TCCAGTCCGG AGAACCGGGC GCC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi> ^Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5013) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29: 
TAACCTGCAG GAGTGCCAGC GAGTAGAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

<Vi) ^a?* ORGANI SME : OligonucloCide de synthese (OTG5015) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CAACGCGCAT GCCCCCATGG G 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

<Vl> °<If Sr^NISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5014) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
TAG GAGAT CT GTTTTAAACC GCATTGGGAG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de syntftese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 
CGGAGT ACT G TCCTCCGCGG AGTACTGTCC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: . a _ 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de syntnese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
CGGAGGACAG TACTCCGCGG AGGACAGTAC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

<Vi) ^SS^AMISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS039) 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 
TGCTGGATAT CAGTCA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 
(Vi> ^Sr^NISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS040) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 
GATCTGACTG ATATCCAGCA TGCA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(V±) ^SrgANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5024, 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
CTCCTGCCTA GGCAAAATAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genoniique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(V±) 0 "? X SSiMIISME« Oligonucleotide de synthese (OTG5025) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 
GCAGATGGAT CCGGGCGGAG TAACTTGTAT GT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ^Sr^ANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5078) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
GTCGCGGATC CGTTATGTTT CAACGTGTTT A 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ^^OR^ANISME: Oligonuleotide de synthese (OTG5079) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
ACAT GAACTT AAGCGAGCTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
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(Vi) ^ORGANISME: oligonucleotide de synthese (OTGS991) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
CACGGCACCA GCTCAAGTTA ACGGATCCAT CTGCGGGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NO MB RE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(Vi) ^ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG6141) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
GATCCTGTGT GTTGGTTTTT TGTGTGC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

lVi> ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6142) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
GATCGCACAC AAAAAACCAA CACACAG 
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Revendications 



1 Un vecteur adenoviral defect* pour la replication, capable d'etre encapside dans 
une cellule de complementation, qui derive du genome d'un adenovirus comprenant 
de 5' en 3', un ITR 5*. une region d'encapsidation, une region El A, une region 
E1B, une region E2, une region E3, une region E4 et un ITR 3\ par deletion : 

(i) de tout ou partie de la region E1A, et de I'integralite de la partie de la 
region E1B codant pour les proteines precoces ; ou 

(ii) de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins une 
region selectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

(iii) de tout ou partie de la region E1A et dime partie de la region 
d'encapsidation. 

2 Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de I'integralite de la 
partie de la region ElB codant pour les proteines precoces. 

3 . Un vecteur adenoviral selon la revendication 2, qui derive en outre du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E3. 

4. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2 ou 3, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E2. 

5 Un vecteur adenoviral selon l'une des revendications 2 a 4, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

6 Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie de 
la region E2. 

7 Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie de 
la region E4. 
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8. Un vecteur adenoviral selon la revendication 6 ou 7, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E1B. 

9 Un vecteur adenoviral selon rune des revendications 6 a 8, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E3. 

10 Un vecteur adenoviral selon la revendication 6, 8 ou 9, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

1 1 Un vecteur adenoviral selon I'une des revendications 3 a 5, 9 ou 10, qui derive du 
genome d'un adenovirus par deletion partieUe de la region E3 dudit genome en 
maintenant la partie de ladite region E3 codant pour la proteine gpl9kDa. 

12 Un vecteur adenoviral selon la revendication 11, dans lequel la partie de la region 
E3 codant pour la proteine gpl9kDa est placee sous le controle des elements 
appropries a l'expression de ladite proteine dans la cellule note. 

13 Un vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 12, qui derive du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et d'une pame de la 
region d'encapsidation. 

14 Un vecteur adenoviral selon la revendication 13, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region d'encap Sl dauon : 



(i) s'etendant du nucleotide 270 au nucleotide 346 ; 

(ii) s'etendant du nucleotide 184 au nucleotide 273 ; ou 

(iii) s'etendant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 



1 5 Un vecteur adenoviral selon I'une des revendications 1 a 14, qui derive du genome 
d'un adenovirus selectionne parmi les adenovirus canins aviaires et humains. 

16. Un vecteur adenoviral selon la revendication 15, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5. 
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,7 Un vecteur adenoviral selon la' revendication 16. qui derive du genome dW 
adenovirus humain de type 5 par deletion de .a parte de .a regton E1B setendant 
du nucleotide 1634 jusqu'au nucleotide 4047 au moms. 

1, Un vecteur adenoviral selon la revocation 16 ou 17, qui derive du genome d^n 
adenovirus humain de type 5 notammen. par deletion de .a parue de la regton E3 
s'etendant du nucleotide 27871 jusqu'au nucleotide 30748. 

1, Un vecteur adenoviral selon fun, des revocations 16 a 18. qui derive du genome 
L adenovirus humain de type 5 par deletion de la parti, de la reg.cn E4 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

20 Un vecteur adenoviral selon 1'une des revendications 1 a 19. qui derive du genome 
fun adenovirus par deletion d'au moins 18 •/. du genome dud.t vrus. 

21 Un vecteur adenoviral selon la revendicauon 20. qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 22 % du genome dudn vtrus. 

22 Un vecteur adenoviral selon la revocation 21. qui derive du genome dVn 
adenovirus par deletion d'au moins 40 % du genome dud.t vrus. 

23 Un vecteur adenoviral selon la revendication 22, qui derive du genome d^n 
adenovirus par deletion d'au moins 95 % du genome dudit vrus. 

24 Un vecteur adenoviral selon la revendication 23, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de Vensemble du genome dudi, adenovirus a 1'exdus.on des 
ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidauon. 

« Un vecteur adenoviral selon la revendication 24, qui derive du genome d'un 
2 al^rnumain de type 5 par deletion de .a partie du genome viral s'etendant 
des nucleotides 459 a 35832. 

26. Un vecteur adenoviral selon rune des revendications 1 a 25. qui comprend en outre 
une sequence nucleotidique exogene. 

27 Un vecteur adenoviral selon la revendication 26. qui comprend en ouue un gene 
d'intere. place sous le comrole des elements necessaires a son express.cn. 
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28 Un vecteur adenoviral selon Fune des revendications 26 ou 27, qui comprend en 
outre un gene codant pour une proteine trans-activatrice de transcnpuon non 
adenoviral ; ledit gene etant place sous le controle des elements necessaires a 
Texpression de ladite proteine dans une cellule hote. 

29 Un vecteur adenoviral selon la revendication 28, comprenant le gene codant pour 
la proteine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces cerevisiae. 

30. Une particule d'adenovirus comprenant un vecteur adenoviral selon l'une des 
revendications 1 a 29. 

31 Une cellule hote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon l'une des 
revendications 1 a 29 ou une particule d'adenovirus selon la revendication 30. 

32 Une lignee de complementation comportant un element de complementation, 
comprenant notamment une partie de la region El du genome d'un adenov,rusa 
l'exclusion de 1TTR 5« ; ledit element de complementation etant capable de 
complementer en trans un vecteur adenoviral defectif et etant integre dans le 
genome de ladite lignee de complementation ou insere dans un vecteur 
d'expression. 

33. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment : 

(i) tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 

(ii) tout ou partie d'au moins une region dudit genome selectionnee parmi les 
regions ElB, E2etE4. 

34. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment 

(i) tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 

(ii) tout ou partie d'au moins deux des regions ElB, E2 et E4 dudit genome. 

35. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment 
(i) tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 
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tout ou partie des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 



36 Une lignee de complementation selon Fune des revendications 33 a 35, comprenant 
notamment tout ou partie de la region E1A et l'integraiite de la region E1B du 
genome d'un adenovirus codant pour les proteines precoces. 

37. Une lignee de complementation selon rune des revendications 32 a 36, comprenant 
notamment une partie du genome d'un adenovirus selections parmi les adenovirus 
canins, aviaires et humains. 

38. Une lignee de complementation selon la revendication 37, comprenant notamment 
une partie du genome d'un adenovirus humain de type 5. 

39. Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d'un adenovirus humain de type 5 : 

(i) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 5297 ; 

(u) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 4034 ; ou 

(iii) s'etendant du nucleotide 505 au nucleotide 4034. 



40 Une lignee de complementation selon la revendication 38 ou 39, comprenant 
notamment la partie de la region E4 du genome d'un adenovirus humain de type 5 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

41 Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d'un adenovirus humain de type 5 s'etendant du nucleotide 505 
au nucleotide 35826. 

42 Une lignee de complementation selon l'une des revendications 32 a 41, comprenant 
une partie de la region E1A du genome d'un adenovirus depourvue de son 
promoteur naturel ; ladite partie etant placee sous le controle d'un promoteur 
approprie. 
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43. 



Une lignee de complementation selon la revendication 42, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inducible par 
une proteine trans-activatrice de transcription non-adenovirale. 

44 Une lignee de complementation selon la revendication 43, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inducible par 
une proteine trans-activatrice de transcription codee par un vecteur adenoviral 
selon la revendication 28 ou 29. 

45 Une lignee de complementation selon la revendication 43 ou 44, dans laquelle 
ladite partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inducible 
par la proteine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces 

cerevisiae. 

46. Une lignee de complementation selon 1'une des revendications 32 a 45, comprenant 
en outre un gene codant pour un marqueur de selection. 

47. Une lignee de complementation selon la revendication 46, dans laquelle le gene de 
selection code pour la puromycine acetyl-transferase. 

48 Une lignee de complementation selon la revendication 46 ou 47, dans laquelle le 
gene de selection est place sous le controle d'un promoteur inducible par une 
proteine trans-activatrice de transcription codee par la region El A du genome d'un 
adenovirus sauvage, notamment sous le controle du promoteur de la rejpon E2 
dudit genome. 

49 Une lignee de complementation selon I'une des revendications 32 a 48, derivee 
d'une lignee cellulaire acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

50 Une lignee de complementation selon la revendication 49, derivee d'une lignee 
' cellulaTe selectionnee parmi les lignees Vero, BHK, A549, MRC5, W138 et CHO. 

51. Une lignee de complementation selon I'une des revendications 32 a 48, derivee 
d'une cellule de la retine d'un embryon humain. 

52. Un procede de preparation d'une particule d'adenovirus selon la revendication 30, 
selon lequel : 
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55. 



C") 



on introduit un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 29 dans 
une lignee de complementation capable de complementer en trans ledit 
vecteur adenoviral pour obtenir une lignee de complementation transferee ; 

on cultive ladite lignee de complementation transferee dans des conditions 
appropriees pour permettre la production de ladite particule d'adenovirus ; et 

(iii) on recupere ladite particule d'adenovirus dans la culture cellulaire. 

53. Un precede selon la revendication 52, selon lequel on met en oeuvre une lignee de 
complementation selon l'une des revendications 32 a 51. 

54 Usage therapeutique ou prophylactique <hin vecteur adenoviral selon l'une des 
revendications 1 a 29, d'une particule d'adenovirus selon la revendication 30 ou 
obtenue en mettant en oeuvre un procede selon la revendication 52 ou 53, d'une 
cellule note eucaryote selon la revendication 31 ou d'une hgnee de 
complementation selon l'une des revendications 32 a 5 1. 

Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique un vecteur adenoviral selon l'une des revendications 1 a 29, une 
particule d'adenovirus selon la revendication 30 ou obtenue en mettant en oeuvre 
un procede selon la revendication 52 ou 53, une cellule eucaryote selon la 
revendication 31 ou une lignee de complementation selon l'une des revendications 
32 a 51, en association avec un support acceptable d«un point de vue 
pharmaceutique. 
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beca^s^hly are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



Tliis International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. [— 1 As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 



2. □ Asallsearchableclaimsc^uldbescarchedwithouteffortjustifyinganadditionalfce.ihisAuthoritydidnotinvitepayraent 

of any additional fee. 

□ AS only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. 



□ No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| j No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Den Internationale No 

PCT/FR 94/00624 



A. CLASS EMENT DE L OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 5 C12N15/86 C12N15/34 
C12N7/04 C12N15/23 



C12N5/10 
A61K39/235 



A61K48/00 
C12N15/31 



C12N15/12 



PMie da Iggvro (CIB) ou * U fas t«ton U claanfietaon tuBomlc tt la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documenting mimmile eonmltte (lysMme de cUiaficnoe aavi da lymboia de eU«n»op 

CIB 5 C12N C07K A61K 



Oocuzxtenuaoa coosutttc autre que U donr mmt anon 



nunmule dans I* memre ou ccs document* reinvent d« domaines wr lesqueli a port* la recherche 



Baae de donnee* acctremque coniuitte au coun de la recherche uaternaflonale (nom de la base de 
utilises) 



et a eel a est realisable* mmu de recherche 




JOURNAL OF VIROLOGY 

vol. 63, no, 6 t Juin 1989 

pages 2709 - 2717 

BABISS, L.E. 'The cellular transcription 
factor E2F requires viral E1A and E4 gene 
products for increased DNA-binding 
activity and functions to stimulate 
adenovirus E2A gene expression 1 
voir page 2715, colonne 2, ligne 53 - 
1 igne 54 . . 

voir page 2716, colonne l f ligne 6 - ligne 

9 



1,2 



QQ Voir la suite du cadre C pour la fin de la lute dea documena 

Categories ipeaales de do cum ena aUs 

A' document definissant I'etat general de la technique, non 

cotmdert comme paroculierement pertinent 
E- document antencur. maw puttie a la date de depot international 

ou apres cette date 
*t * document pouvant lcter un doute tur une rcvendxc&nan de 
mSni? ouatt pour determiner la date de pubucaaon d une 
Sreotanon oiTpour une ration meaale (telle qu'indiquec) 
•O* document se rtferant a une divulgation orate, a un usage, A 

une exposition ou tous autres movent 
*P* document public avant la date de depot international, mats 
posterieurement a ta date de pnonte revcndiquee 



m 



~T document ulteneur publie apres la date de depot international ou la 
date de pnonte et n'appanenenant pai a 1 etat de la 
technique pertinent, mau ate pour comprendre le pnnape 
ou la meone conmtuant la base de I' invention 
•X* document parncuuerement pertinent; I'm vena on revendiquee ne pcut 
are consderee comme nouvelle ou comme iniphquant une acavite 
inventive par rapport au document cooadere notement 
V document paracuherement peruncne I'invenaoa ^f****^ 
ne pcut etrTconaderee comme imp U quant une activiteinventive 
lorsque le document est anooe A un ou pluaeun 
documents de meme nature, cette combinawon etant evidente 
pour une peraonne du metier 
'Sl document qui fait parae de la meme famulc de brevets 



Dau a laquelle la recherche Internationale a ett effecuvement achevec 



Nom et adrcsse postale de l'axtauni*r*aoo cnargte de la recherche intemaaonale 
OfTice Europeen des Brevet* P.B. 581 8 Patenuaan 1 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fajc( + 31-70) 340-3016 

Fwmuiain PCTASArtlO (tauttfett*- feuUte) UuiUat 1992) 



Date d' expedition du present rapport de recherche mcemaocmale 

tf 5. 09. 94 

Foncacmnaire autanae 

Chambonnet, F 



page 



1 de 2 
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'Oftate) DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS 

HUMAN GENE TRANSFER 
vol. 219 , 1991 

STATFORO-PERRICAUDET, L. & PERRICAUDET, H. 
'Gene transfer into animals: the promise 
of adenovirus 1 
voir page 58, alinea 6 

CELL 

vol. '68, no. 1 , 10 Janvier 1992 , 
CAMBRIDGE, NA US 

Daaes 143 - 155 _ 
R0SENFEL0, M.A. ET AL. 'In vivo transfer 
of the human cystic fibrosis transmembrane 
conductance gene to the airway epithelium 
voir le document en entier 

A WO, A, 93 06223 (CNRS) 1 Avril 1993 

voir revendication 3 

E WO, A, 94 12649 (GENZYME CORPORATION) 9 Juin 

1994* 



Den . Iptcminonatc No 

PCT/FR 94/00624 



9-11 



voir le document en entier 



1-10,15, 

24,26, 

27, 

30-32, 
42,43, 
46,49, 
50,52-55 



PormuUU* PCT/ISA/MB <«tu d. t. <~»ta.. tetfll*) <l«iU.t IWJ) 
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J .emandc intcrnauonale n* 

PCT/FR94/ 00624 



I ' : i , -, l<l « tim c oue certainc? revendicaiions nc pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 

Cadre I Observations - lorsqu'il a cte estimc que ceruuo*? 
(suite du point I de la premiere fcuillc) 

sur les effets imputes au produit (a la composition; 

1 2 - □ ^sseeS*. * * ^^r m ^rcS e r p,is,ent PM ,umsammenl condilionI prescrilei po " r 

qVu£ e reeherche significative puisse etre effeetuee. en parucuher: 



□ i^SSSSSC. depends et „e son, pas redigees conformant aux options de .a deuxieme et de la 



troisieme phrases de ta regie 6.4.a). 



d-unite de Invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



i Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence i 

, rim la recherche international a crouvi plusieurs inventions dans la demande Internationale, i savoir: 
L'adrninistrauon charge* de la recnercfte inter natrons r 



r dins les delais par le deposant, le present rapport de recherche 



rapport de recherche intern 
les revendicauons tf *: 



couvertes par les revindications n°*. 



Remarque quant a la 



Q uxe, additionnelles etaient accompagnees d une reserve de la part du deposa 
| [ Le paiement des taxes addiuonnelles n etait assorti d'aucune reserve. 
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